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緒 論
抗生物質が感染症の 治療に用 い られるようにな っ て , 以前に はしばしば致命的な疾病を
引き起した多くの細菌およびリ ケ ッ チヤ 感染症は今日で は克服され つ つ ある . しか し 一 方
で は , そ の 使用 による弊害と して , これらの抗生物質に対する薬剤耐性菌が出現し , また
これまで病原菌と考え られて い なか っ た菌種が疾病を引き起す傾向が臨床におい て 問題 に
な っ て い る｡ こ の臨床医学上 の 問題 に対処する ことを目的と して , 諸種の薬剤耐性菌な ら
びに臨床におい て重篤な感染症 を引き起すよう にな っ た グラ ム 陰性梓菌に効力を示す新抗
生物質の探索ならびに誘導体の 研究が盛ん に行なわれ て来て い る ｡
著者らの研究室で も1 966年 に ActinoPla n a cea eか ら最初に 見い だされた抗生物質と し
て ス ポ ラ ビリ ジン 1･2)を発見して 以来, 放線菌科の 中で も少数群放線菌の生産する抗生物
質に興味を持 っ て釆たo こ の 少数群放線菌に属する M icro m o n osP ra は新抗生物質の重要
な生産源であり, すで に実用化されて い るゲ ン タ ミ シ ン 3)をはじめと して多数の もの が発
見されて い る｡ それらの 抗生物質の 申で化学構造ならびに生物活性の 研究が進んで い るも
の と して , ア ミノ グリ コ シ ド系で は シ ソ ミ シ ン 4,5), サ ガミ シ ン 6), ホ - チ ミ シ ン 7)顔
あり, マ ク ロ ライ ド系で はメ ガ ロ ミ シ ン 8) , ロ ザ ミ シ ン 9), ジ ュ ペ ニ ミ シ ン 1 0･ 11), M
- 436 512) がある o ま た, ア ン サ マ ク ロ ライ ド系として ハ ロ ミ シ ン13)ぉよびオリ ゴ糖と
して エ ペ ル ニ ノ ミ シ ン 14)があ げられる｡
M icro m o n osb raの生産する抗生物質はすで に StrePto myc esで 見いだされて い る抗生
物質と同 一 また はそれ に近似した化合物が多く , M ic ro m o n o sp raだけで 発 見された特異
的な母格構造で生物活性を示すもの は今の とこ.ろ見つ か っ て い ない ｡【しか しなが ら, これ
らの抗生物質の 構成成分の 化学構造にちい てみると ユ ニ ー クな成分を含んで い ることが川
本
1 5) に よ っ て指摘され て い る . すなわち , ゲ ン タ ミ シ ンお よびホ - チ ミ シ ン に は3 , 4
位両方が脱酸素化された pu rpu r(芯 anin eと呼ばれるア ミ ノ糖 が見いだされて いる こと ,
シ ソ ミ シ ンお よびホ - チ ミ シ ン に は4 , 5位に 二重結合をもっ ア ミノ糖が見いだされて い
ること , さらに ロ ザミ シ ン , ジ ュ ペ エ ミ シ ンおよびM - 43 6 5 のマ ク ロ ラ イ ド抗生物質で
は de s o s a min eの 1個だ けが構成糖にな っ てい るこ となどがあげられる｡ また , これらの
M ic rom onoふbo ra抗生物質に はO - メ チ ル , N - メ チ ルお よびS - メ チ ル基をもつ もの が
多い ことも特徴に あげられる｡ さらに注目される ことは , ロ ザミ シ ン , ジ ュ ペ ニ ミ シ ン お
- 1 -
よびM - 4 3 6 5が StrePto mycesによ っ て生産される他の 1 6員環塩基性マ ク ロ ライ ドに比
べ て グラ ム 陰性菌に対 して強い 抗菌活性を示すこ とで ある｡
著者は新抗生物質ス クリ ー ニ ン グの 一 環と して , こ の ような化学構造ならび に生物活性
の点で ユ ニ ー クな抗生物質が見い だされる可能性を もつ M ic ro m o n osi) r aを土壌試料から
効率的に分離する方法を検討 したo さ らに , 土壌試料から分離 した M icro m o n o sP ra 菌株
の 培養法とその抗生物質生産性を検討しなが ら新抗生物質の ス クリ ー ニ ン グを行な っ た｡
その ス クリ ー ニ ン グに お い て , 沖縄県名護市の土壌か ら分離した Micr o m on osbo raMCR L
o 4 04株 がきわめて 強い 抗菌活性な らびにすぐれた抗腫疹効果を示すM - 9 2抗生物 質を
生産する ことを見い だ した ｡
本研究は M icro m o n o s9 raの 生産する抗生物質の 効率的な ス ク リ ー ニ ン グ方法の考案な
らびにその ス クリ ー ニ ン グにお い て発見されたM - 9 2抗生物質の 生産菌株の新菌種同定,
生産培養, 分離頚部軌 生物活性およびその作用機序に関するもの である ｡ 本論文で は, 罪
1章にお い て土壌試料を乾熱処理する ことに よ っ て Mic ro m o n o sP ra菌抹をより効率的に
分離する方法ならびに M&
･
c r o m o益 spo ra菌株の培養に よる抗生物質の生産性に つ い て 述べ
る｡ 第2章におい て は , M - 92抗生物質生産菌株の 分類学的性状を示したの ち, 本菌株
を Ml
'
c r o m o n o sI'w a の 新菌種と同定した根拠に つ い て論述する o 第3葦で はM
- -92抗生物
質の 生産培養および分離精製法に つ い て述べ , つ づ い て ,. シリ カゲ ル カ ラ ム ク ロ マ トグラ
フ ィ に よ っ て単離した 6種の主成分の物理化学的性質を示し, M - 9 2抗生物質 の 母格構
造 に つ い て述べ る｡ 第4章で はM - 9 2抗生物質 の 6種の 主成分の抗菌活性 , 抗腫療効果
な らびに急性毒性に つ い て述 べ る ｡ 第 5章お よび第 6章に おい て は, M
- 9 2抗生物質 成
分の 申で最も強い生物活性を示 したV A- 2成分に つ い て , 細菌細胞に対する殺菌作用の
性状を述 べ , さ らに その作用機序に つ い て論述する ｡
- 2 -
第1章 土壌試料か ら の 効率的な M ic r o m o n o sp ra の 分離
序
土壌試料か ら少数群放線菌を選択的に分離する方法と して , 野々村ら1 6) は土壌試料を
1 2 0℃, 1時間乾熱処理 した後, ナイ ス タ チ ンお よびシ ク ロ へ キ シイ ミ ドを含有する培地
で M icrobisPo raおよ び strepto spo ra ngium を優先的に 分離する方法を報告した o また ,
BIBIK O V A ら1 7) は M ic ro m o n o sP raを分離す るた め に ゲ ン タ ミ シ ン含有培地を利用 し
て おり, WA KIS AK ら1 8)は土壌試料をア ル カ リ処理 した乳 チ エ ニ カ マ イ シ ン含有培
地で M icro m o nsbor a菌株を取得 し, 試料1点当り平均4株の M icro m o n o sP raを分離し
た｡
著者は少数群放線菌の 中で も M ic ro m on o sP raの 生産する抗生物質に興味をもち, その
菌属のより効率的な分離方法と抗生物質生産における培養条件を検討 しなが ら, 新抗生物
質の ス ク リ ー ニ ン グに携わ っ て釆た｡ 本章で は磨砕化土壌に混合した各種放線菌胞子の乾
熱処理 における熱抵抗性に つ い て述べ , さ らに土壌試料から乾熱処理法に よ っ て分離した
M ic ro m o n osi) ra菌株の 分離成績ならびに得られた M icro m o n osP ra菌株の 抗生物質生産
性に つ い て述 べ る ｡
1 - 1 実験材料ならびに方法
1) 使用菌株
胞子の 熟抵抗性ならびに抗生物質生産性の検討に,は次の各種棟準株 (type str ain) 杏
用 い た. これらの菌株は A m e ric an Ty pe Cultllr eCoⅠ1e ctio n(AT C C), Northe n
Regi皿 al Re s e r ch Labo r atcqy(N良R L), Nati皿 alIrlStitute s of Health(NI H),
国立予防研究所 (NIHJ), 東京大学応用微生物研究所 (I AM), 京都大学結核研究所
(ITK) および科研化学株式会社 (KCC) か ら分譲された o
M icro m o n o sp r a echin o sPo ra s ubsp. e chin osPo ra K C CA - 0 0 73
Mic･r10 m O n O SPo raPu rPu reaKC C A- 0 0 75
Micromo n o s♪oy7a C a rbo n a cea γar . a u r G ntic a N R RL 29 97
Mic rbm o n o sbo rahalobhytica N RRL 2 98
M2
'
c710 m O n O S♪w a haloPhytica v u. nigr a N RRL 30 98
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M icro m on o sPo r a n a ra shin o NI EJ 1 6 2
MicrobisPo ra chro m oge n esKC CA - 0 0 2 2
StrePtos9o ra ngiu m rubrum KC CA - 0 07 5
Da ctylo sPo ra ngiu m au ra nticu m KCC A - 008 3
P ro micro m o n osP ra citre a KC CA - 00 5 1
Mic ro ellobo sPo ria gris e a K C CA
- 0 06 6
Ps e udo ca rdia ther m oPhilia K C CA - 0 0 3 2
StrePto myce sgris eu sNIHJ 1
T her m o a ctin o m37C e Sgla u cu sKC CA - 0 0 3
Actin oPla n esi)hil軸in en si IA M 012 1
Actin oPyc ridiu m c a eruliu m K C CA - 0 037
Proa ctino mycesTube r I T K- 9
chainia Po o nenふis K C C A- 00 7 1
Ca ndida albica ns NIH 3 1 4 7
Penicilliu m chrys ogen u m 4 9
- 1 3 3
As9ergillu s nige r ATC C 2 4 33
Ba cillu s s ubiilis A TC C 6 6 3
2) 菌分離用土壌試料
世界各地より採取した土壌試料2 0 0点を用いた ｡
3) M icro m oh sPo ra菌株の培養
M1
'
c r o m o n o si･ ra菌株の 種母液の培養に は5 0 0 mi三角フ ラ ス コ を用い , 1本当り発芽培
地1 9)･(o･1%グル コ ー ス , 2. 4% 可溶性で んぷ ん, 0. 3%牛肉エ キス , 0. 5% トリ プ トン
および o. 4% CaCO3) を 1 0 mlづ っ 分注して各菌株の菌休を接種 した｡ 3 2℃で 振婆培
養し, 菌体が充分に発育した培養液を種母液と した｡ 抗生物質の生産に は5 0 0ml坂 口 フ ラ
ス コ を用い , 1本当り生産培地を 1 0 0mlづ っ 分注 して各菌株の 種母液5 皿1を接種 し, 3 2
℃で振蛍培養 した o
4) 抗菌活性測定法
M icro mon ospo ra 菌培養液上清の抗菌活性ほ被検菌として , Ba cillu s s ubtilis ATC C
6 6 3 3
, Staphylo cocc u s a u re u sTe r ajim a, Esherichia c oltNIHJ JC - 2 お よ び
Ps eudo m o n a s a erugino s aNa1 2を用 い , ペ - パ･- デ ィ ス ク 法 に よ っ て測定 したo 各
- 4 -
被検菌の接種菌量を1 - 5 × 10
6 CFU/mlとして - - ト イ ン フ ユ ジ ョ ン寒天培地 (4 0-
4 5℃) ば接種し, その 10 mlを直径9c mの プラ ス チ ッ ク シ ャ ー レ に一分注 して 水平 に 保ち
固ま らせ た ｡ 測定試料を ペ ー パ ー デ ィ ス ク (直径8 m皿, Thick, 東洋製作所) に浸し, 各
被検菌の寒天平板上に のせ て 3 7℃で 約1 8時間培養した後, 発育阻止円の 直径を測定 し,
そ の 大きさから抗菌活性の強さを判定した｡
且 - 2 放線菌胞子の熟抵抗性
放線菌1 4属 1 5菌種 の 標準株胞子に つ い て , そ の 熱抵抗性を Ca ndi da albic an s,
Penicilliu m chrysoge n u m, A sPergillu s niger および Ba cillu s s ubtilis の胞子の それ
と比較した ｡ 供試菌株を それ ぞれ寒天斜面で 32℃, 7日間培養した後 , 胞子を菌体または
気菌糸とと もに採取して滅菌水5ml に懸濁し , 滅菌した億紙(定性用No.1, 発揮科学産業)
を用い て波過 し, 滅液を胞子液と して用 い た o 乾熱滅菌した磨砕化 土壌 4g に各胞子液
o. 5mlを 一 様に滴下し , 3 2℃ で 4時間保 っ て水分 を蒸発 させ た後, 乳鉢で混合したo 胞
子混合土壌を試験管4本に等分し, 3本はそれぞれ1 10℃で 3分 , 6分または1 0分 間乾
Table l. Mediu m fo ris olatio n of Pier,o m o n o BPOr,a fr om s oils a mple ･
Glyc e r ol a rginin e agar
21)･ Glyc e r oI
L- Arginin e
NaCI
FeS O4
･7 H20
買岩a
s o
r
4
●7H20
2a/a
0. 25ro
0.1 %
0.Ol寓
0. Ol
o
/p
2alD
Glyc e r ol synthetic aga r : Glyc e r oI
N
K
呂2E?4
MgSO4
● 7H20
CaC12
- 2H20
Aga r
la/o
0.05%
0. 05%
0. 01%
0. Ol%
l.5%
G一u c o s e argl n l n e aga r G一u c o s e
L- Arginine
NaCI
FeSO4
･7H20
MgSO4
･7H20
Aga r
2%
0.25 ro
0.1 %
0.Ol%
0.Ol%
2a/o
Yea st sta■r ch aga r Ye a st e xtr a ct
Soluble sta r ch
Aga r
0.1%
0.5o/o
l. 5o/o
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熱処理 し, 1本は無処理対照 と した｡ 処理後直ちに各試験管に常温滅菌水5 mlを加え て冷
却 した｡ 適宜希釈して 分離周寒天平板に塗布し, 3 2℃で 3 - 7 日間培養した ｡
放線菌の 分離培地と して は, +投に細菌の生育 しにくい合成培地が用 い られて おり , 顔
素源と して グリセ ロ - ル や グ ル コ ー ス を用い る ことに よ っ て , か び類の 培養基上で の 広が
りを防ぐこ とが出来るとされ て い る2 0) 0
本実験にお ける M ic ro m o n o sP r a の 分離寒天培地と
一
して は
, すで に Sir ePio mycesの 分
離に用 い られて い る グリセ ロ - ル ｡ ア ル ギ ニ ン寒天 2 1) の外に , T able l に組成を示 した
グリセ ロ - ル ･ 合成寒天, グ ル コ ー ス ｡ ア ル ギ ニ ン寒天お よび酵母 エ キス ｡ で ん ぷん寒天
を処方 して用い た ｡
供試菌株胞子を 4種の M ic ro m o n o sl) ra 分離寒天 培地 で培養 した場合, 菌種に よ っ て
生育集落数に 差が認め られ , 各菌種に 共通 した特徴的な分離培地を 見い だすこ とが出来な
か っ た o また , 試験した M icrom ono sPo ra株, すなわち , M. e chin osPo r a subsp. e chi-
n o spo ra および M. Pu rPu reaの 胞子発育性はこれ ら4種の 培地の 間で両南棟に共通 して
い なか っ たことから, 土壌試料申の Micro m o n o s♪ raをなるべ く多く取得するために は 4
種の培地をすべ て用い る ことが適当と思われた.
Table 2 にほ各胞子の 乾熱処理に おける生残率を示した ｡ 胞子生残率は 4種の培地の
うちで胞子の 生育数が最も多い培地の 集落数を用 い て算出した ｡ すなわ ち, 乾熱処理 した
胞子の生育集落数を同じ培地の無処理胞子希釈液を塗布して得た集落数で除して 算出した｡
供試放線菌胞子の大多数と B. s ubiilis の胞子は この乾熱処理 に対 して抵抗性を示 したが,
C ･ albica ns , P . chrys oge n u mお よ び A . nige r の胞子は11 0℃, 3分間の 処 理に よ
っ てすで に死滅した｡
i - 3 土壌試料の 乾熱処理による M icro m o n osi' raの分離
1 - 2 に示した胞子の 熱抵抗性に 関する実験結果は土壌試料の 乾熱処理が試料中の酵母
およびか びを死滅させるが放線菌胞子ははとん どそのまま生きて いると い う少数群放線菌
の効率的な分離方法と して応用出来る ことを示唆 した｡
そこ で , 世界各地か ら採取 した土壌試料 2 00点を用 い て , 試料を乾熱処理 し, Ml
'
c ro-
m o n o sf,o ra の分離を試みた o 土壌試料約1gを風乾後乳鉢で磨砕し, 11 0℃で 6 分間乾
熱処理 した ｡ 処理後直ちに常塩滅菌水 5mlを加えて冷却し, 5分間振塗 して土壌中の放線
菌胞子を滅菌水中に 懸濁 したo 胞子懸薗液を適宜希釈し, Table l に組成を示 した4種の
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分離用寒天平板に塗布し, 32℃で 約7日間培養した ｡ 寒天平板に生育した菌集落の 申か ら,
気菌糸を着生せず, StrePto myces よりは比較的発育の遅 れた集落を分離 し, 生育 して き
た分離寒天培地と同じ組成の斜面培地に移して 3 2℃で 7日間培養 した ｡ 斜 面培養菌株を
光学顕微鏡に よ っ て観察 し, 基底菌糸に 1個づ っ の 胞子を形成し て い る こ と を確 認 して
Microm on os9o r aを判別 した ｡ こ の ように して , 土壌試料 2 00点か ら, 基底菌糸お よび
可溶性色素の色調を基準に異菌種と判定した 肋 ro m o
-
n o s♪o ra菌 833株を分離した.
I - 4 M icro m on o sP ra菌株の培養と抗生物質の 生産
分離した Ml
'
c r o mo n o spo ra菌株を液体培養に移すと菌体の 発育速度が菌株に よ っ て違う
ことや , また発育の悪い株が多数あるこ とを経験した ｡ 抗生物質を生産させ るために は充
分に発育した種母液が必要で ある ことか ら, Ml
'
c r om o no sbora 標準菌7株および分離菌株
の 中からラ ン ダム に選んだ 5 0株を用い て , Micro mon osPo r a菌株の 種母液の発育に要す
る日数を観察 した ｡ 供試した M icrom ono sPo ra菌株 57株が 発芽培地 〔実験方法1 - 1,
3) 参照〕におい て充分に 発育するために要 した日数とその 菌株数を T abュe 3 に示した｡
Table 3･ Days r equim
'
ng fo rthe go od gro wthof M7:e Y,O mOr20 叩 Or,a in the
ge y m
'
n atio n m ediu m.
Days r equirl ng fo r Nu mbers of str ain s Ratio to total str ains
*
the go od gr o wth sho wing go od gro wth (%)
4
5
7
ll
37
3
12
5
66. 4
5.1
1 9.6
8. 8
Ge r min ation nlediu m : 0.lo/o glu c o s e, 2 . 4%s olub一e sta r ch, 0･ 3
Q/a be ef e xtr a ct ,
0･ 5% trypto n e, 0 ･ 5o/o yeast e xtr a ct a nd O･ 5 % CaCO3･
* Total te st str ain s w e r e5 7strain sin cluding 7 ty pe c ultures a nd 5 0wi ld
str ain sisolated fr o m s oilsa mple.
Mic ro m o n o si) r a菌 57株 の 接種 に よる 菌体発育 は培養後 4 日で 6 6% , 培 養後 7 日
ま で に約 9 0% が発育 した もの の , い ずれの菌株も接種後1 - 2日に は菌体の発育はは
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とん ど認 められず, Strebto myc esよりも胞子発芽の 遅 い傾向および菌株によ っ て菌体発
育速度が異なる ことが明らか に な っ た ｡ そ こで , 種母液として は充分に菌体の発育した培
養液を当て るこ とに し, 菌体の発育した時点に培養液を - 2 0℃で 凍結さ せ て 保存 し, 用
時融解 して 用い ることに した｡
次に , 抗生物質の生産に適 した培地を検索するため , M ic ro m o n o sP ra標準薗7株およ
び予備的な試験にお い て 分離菌株の中か ら曳いだ した抗菌性抗生物質生産棟をラ ン ダム に
5株を選んで 試験 した｡ 用 いた M icrom o nosPora 標準株は M . ca rbon a cea var. a u r a ntica
N R R L2 9 9 71 9) , M . e chin o sPo r a s ubsp. e chinos?or a KC C A - 0 0 74
22)
,
M. PurPu reaKC C A- 0 075 22) , M. haloPhytica NR R L 29 982 3) , M. halo -
i'hytica ∀a r. nigra NR RL 30 9 82 3)ぉよび M. n a r a shin o N I HJ 1 6 2
2 4)で あるo
放線菌による抗生物質の生産に は抗生物質の種類によ っ て種々の組成に よる培地が工夫
されて い る ｡ ∵ 般的には培地中の 窒素源の種類によ っ て その 生産量が影響をうけやすい こ
Table 4･ Mediu mfo r a nti biotic pr odu ctio nfr o mMic r,om ono spop a･
Ml : Glu co se 2. 0% M4 : Glu co se l. 0%
Soluble sta r ch .2. 0% Mal t de xtrin 3. O
QA
･■Be ef e xtr act O.5% Soy be a n rne al l`5
oA
Se ata ngle☆ 0.5
o/o Ye ast e xtra ct O‾. 2%
Dried shiitake* 0. 5o/o K2HPO4 0
1
･l.%
野H20 :0;ま蓋
”
cヨ
s
c.
o
芸
●7H20 呂:ユ芸
M2 : Glu c os e･ l.Oo/o､ M 5 : Glu c os e l. O
d/a
sdluble sta r ch l. Oa/a Soluble sta rch 2.Oo/o
Me at e xtract O. 75繋 Casa mino a cid O. 5%
Pepto n e O.75
oA; Yea st e xtra ct O.5%
Na.C1 0.3% 野H20 呂;……芸野
”20 §;ま芸.
M3 : Glu c o s e 2.0% M 6 : Malto rup 3. O
o
/o
Soluble starch 2. OoA Ambe rBY F50X O. 3%
Glute n m e al l. 5% Pha m a m edia l.OQ/o
Ye a st e xtr a ct O+2%･
M
K
看
H
sSo.チ, H2. .呂:.
1芸
CaCO3 0･4%
”
K
g
2S
o
p.
4;H20 呂:i.芸
CaCO3 /0･ 4%
Sea tangle a nd dried shiitake w e r einfu s ed with w ate rfo r20min ute s
at 100oC, befo r additio n.
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Table 5･ E ffica cy of media fo r a ntibiotic productio nby P ie r,om o n o 8PO r,a ･
S train
Ef fic acy of produ ctio n medium
b)(Anti biot ic produ c ed)
て己eenethaL#c;Pnra S ubsp･ e c
3h in o 8POP a KCCA⊥007 3 Ml=M 2=M4=M 5>M6>S>M 3
ギ己e琶ut器言写実)
KCCA‾ 0074 粥2= S=M 5=M 6>M 4>Ml>M 3
M. eapbon ae ea N RR L29 72 M2=M 5>S
(Eye rnin omicin) (Ml:M 3-M4=M 6)*
M. eaTbo 柁αe ea Va r. aur3aYL七i.e a NNRL 2997 Ml=ミM5=M 6>S>M2>M 3>M 4
(E･v e rnin omicin)
ぞha守岩孟冒富野ea ”R RL299 8 M2>S=Ml=M4=M5:胡6>M 3
L号ha?a.孟冒pc粁e a va r･ nigp a ”R RL 3 09 7 M2>M 5=M 6>S(Ml=M 3-M4)*
”. n am 8hin o NI HJ162 M l:ミM 5=M6>S
(Ruf in osporin) (M2=M3-M4)☆
”_16a) M5>M4>Ml=M2亡M 6>M3
Ml>M2>M6>M3>M4=M5
M2==M 5>Ml=M3>M 4>M6
M 4>M 3>M2=Ml>M5>M6
M5>Ml>M2=M6>M 3>M 4
M_9 2
a)
M_1 33
a)
M_1 4 6
a)
M_ 584
a)
a)
b)
Mie p omo n o 8PO P a Str ain sisolated fro m s oil s ample s.
Co mposit ion of Ml, M 2, M3, M4, M5a nd M6m edia a re show n
in Table 2 a nd that of Sm ediu m(sta ndard m ediu m)is
des c ribed in literatu r efoy･ e a ch strain .
The anti biot ic wa sn ot pr oduc ed.
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とから, M icro m o n o sP r a の 抗生物質生産培地と して , 動物, 植物ならびに海藻など出来
る限り広い分野の原料を用 い て M lからM 6まで の培地を処方 し, それ らの組成をT able
4 に示 した｡ 棲準株に は これ らの 培地の外に文献に記載された生産培地を調製して加え ,
7種の培地を用い て その抗生物質生産性を試験した ｡
各培地100ml に各菌昧の種母液5 mlを接種して 培養した3 日, 5日お よび7日後の 培養
液上清に つ い て抗菌活性を測定した｡ 抗菌活性の測定は実験方法 〔1 - 1 , 4) 〕で示し
た 4種の被検菌を用い , ペ ー パ ー デ ィ ス ク法によ っ た. 各被検菌に対する発育阻止円の径
を培地毎に加算し, 大きい値を示した ものを抗菌性抗生物質を多く生産する培地と判定し
たo 菌株毎に各培地における生産能力を比較し, Table 5 にその結果を示した ｡ 著者が工
夫したM l か らM 6まで の 6種の 培地 による抗生物質の 生産性 は標準株 でみると, ㍍.
pu rpu reaを除い た6株で はそ の いずれかの 培地の方が文献培地(S:sta ndard m ediu m)
よりもすぐれて い た｡ こ の ように 6種の 培地は抗菌性抗生物質を生産させる ス クリ ー ニ ン
グ培地として適して い ることを認めたが , 6種の培地の中か らさ らに特徴的にすぐれ た培
地を選択する ことは困難で あり , ス ク リ ー ニ ン グにはM l か らM 6までの 培地をすべ て 用
い る ことに した ｡
以上の 実験結果から設定した種母液調製法および生産培地を用 いて M ic ro m o n os♪ ra分
離菌 833株をス クリ ー ニ ン グした結果, 7 2株に抗菌性抗生物質の 生産が認 められた .
1 - 5 要約ならびに考察
要約
1) 放線菌胞子は乾熱に対して抵抗性を示すことを認めた ｡ 1 4属1 5菌種の放線菌胞子
は1 1 0℃ , 3分間の乾熱処理 におい て 7 0- 1 0 0%生残し, 110℃, 1 0分間の処理で 15
株の うち8株の胞子が 7 0- 1 0 0%生残 した ｡ 一 方, B. s ubtilis の胞子は1 1 0℃, 1 0分
間の処理 におい て 10 0%生残 したが, C. albican s, P . chrys ogen u m およびA. niger
の胞子は1 1 0℃ , 3分間処理で 死滅 した｡
2) 放線菌胞子の合成および半合成培地における発育性は菌種に よ っ て培地の 種類に よ
る差が認 められ , 少数群放線菌の 分離に特異的に すぐれ た培地を見いだすことほ出来なか
っ た｡
3) 土壌試料を風乾後磨砕し, 1 1 0℃で 6分間乾熱処理 した後, M ic ro m o n osi, ra菌株
の分離を行い, 世界各地か ら採取した試料2 0 0点か ら M icro m o n os9 ra 菌83 3株を分離
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した｡
4) 土壌試料から分離した M icro m o n osP 71a 833株の 中で 7 2株に抗 菌性抗生物質 の生
産が認 められた ｡
5) M ic ro m on sPora の液体培養に おける発育速度 は菌株に よ っ て異な っ たの で , 抗生
物質ス ク リ ー ニ ン グに用 い る種母液の 謂製に は各菌株毎に菌体が充分に発育 した時点で培
養液を嘩結する方法を考案した｡
6) M icro m o n o sb raの抗菌性抗生物質は菌株に よ っ て多量に生産される培地の 種類が
異なり , 著者の工 夫した 6種の 培地 (本亀 1 - 4 , T able 4参原)の中か らどの 菌株に
も適した特徴的な培地を選 ぶ こ とは出来なか っ た｡ ま た, これらの 6種の培地はその抗菌
性抗生物質の生産性を M icro m o n osP ra標準殊を用い て各菌株の文献記載培地の それと比
較したと ころ, はとん どの標準株で 6種の培地の いずれかが 文献培地よりもすぐれ ており,
Ml
'
c ro m o n o spo ya抗生物質ス クリ
ー ニ ン グの 生産培地として適して い る ことを認めた ｡
考察
土壌微生物の申か ら目的に 応じて , 適した菌類を優先的に選別するために は, 一 般 に薬
刺, 主と して抗生物質を利用 して他菌種を死滅させ る方法が用 い られて釆た ｡ しかしなが
ら, 薬剤の利用 は目的とする菌類に対 して単 に生育に は関連 しない として ち, 菌の遺伝生
化学的性状に影響を与える可能性が考えられ, 目的の ス クリ ー ニ ン グ効率を低下させ る懸
念がある ｡
従来, 微生物の胞子はその 形態学的構造および生理学的性状の特徴か ら熱に対して 抵抗
性を示すとされ て い る o 放線菌に お い て も, 野々村ら 1 6)は M ic robispor aお よびstrepto I
siw a ngiu m が StrePto myces のま うな気菌糸を もっ 放線菌よりも乾熱に 対して抵抗性
で あると報告した ｡ 著者はさ らに広範囲の各種放線菌属の 胞子に つ いて 乾熱に 対する抵抗
性を試験し, 多くの放線菌胞子が酵母およびか びの 胞子より高い 割合で 生き残る ことを明
らかに した o また , 放線菌の 中で も気菌糸が胞子に発達してい く StrcPto mycesの胞子は,
本章, 1 - 2, Table 2
■
に寿い て S. gris e u s胞子の結果で 示された ように , 110℃, 6
分間の乾熱処理 で その生残率が 8 0. 9% , 11 0℃ , 1 0分間の 処理 で はその生残率が 7 2. 9
%で あり , これ らの乾熱処理で 1 0 0%の生残率を示した Mic ro m o n osP raよりも乾熟に対
して弱い ことを認めた ｡ したが っ て ,- この ような乾熱処理法は土壌中に多数見い だされ る
細菌, かびおよび酵母を死滅させ る効果ばかり でなく, 土壌中の 主たる放線菌とされて い
る StrePto myces を抑制 した少数群放線菌の 効率的な分離方法と して 利用出来ると考えた ｡
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土壌試料の 1 1 0℃, 6分間の 乾熱処理に よ っ て , 土壌試料 20 0点 か ら試料 1 点当り平
均 4株の M ic ro m o n o si' ra を分離した ｡ こ の分離成績は W A KISAKA ら1 8) の 結果 と
一 致 したこ とか ら, 土壌試料の 110℃, 6分間の 乾熱処理 は試料中の M ic ro m o n o sP raの
生残に対して は とん ど影響を与えて いな い ことを示して い る ｡ さ らに , 二種の異な っ た分
離方法からは ヾ同数の 菌株が取得出来た ことは , 土壌試料中に存在する A4icrom o n osbo ra
の平均的菌株数を推定させ るもの で ある｡
土壌試料か ら分離した M icro m o n o sP ra の 833株の 中で 7 2株, すなわち, 8. 6%に抗
菌性抗生物質の生産性が認 められた ｡ 著者の 携わ っ た Strebto mycesの抗生物質 スク リ ー
ニ ン グにおい て , デ ー タ - は未発表であるが , 約 50 0 0 の StrePto myces菌株の 5 0% 以上
が抗菌性抗生物質を生産するこ とを見い だ した ことに比べ ると , Microm o nosPo ra に よる
抗菌性抗生物質生産率は S trePto myccsの それより明らか に低い と考えられるo
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第2章 M - 9 2抗生物質を生産する M icr o m o n o spo r aの 性状 と分
類
序
第1章に述 べ た土壌試料の 乾熱処理法に よ っ て分離 した M3
'
c7TO m O n O SPo ra菌株の 抗生物
質ス クリ ー ニ ン グにお い て , 沖縄県名護市の土壌から分離 したM C RL O4 04株が培養液
上清ならびにそ の 菌体申に 諸種の グ ラム 陽性菌および グラム 陰性菌に対して強い 抗菌活性
を示す抗生物質を生産することを見いだ した
2 5)
o 本抗生物質は著者らの ス ク リ ー ニ ン グ
シ ス テ ム にお い て , 新抗生物質と判断され, M r 9 2と命名された o
本章で はM - 9 2抗生物質を生産するM C RL O 4 0 4株の 分類 学的研究 , すなわち, 形
態学的特徴 , 培養基上の 性状 , 生理学的性状 , 発育条件 , 炭素源利用性および細胞壁構成
成分に つ い て述 べ , 本菌株を Micro m o n osP ra の新菌種と同定した根 拠 に つ い て 論述 す
る｡
2 - 1 実験方法
1) 菌分類に伺 い た培養基および観察
Inte rn a土ion al Str eptomyc e sPr oje ct (IS P) 法に従 っ て , SHIRLI N G 孤 d
WA K S MAN2 6) に より提唱され て い るISP培地およびW A KSMAN2 7) に より Tbe
A ctinc mycetes γol. Ⅱ に記載され てい る培地を用 い て , 3 0℃で培養し, 3週間にわた
り培養基上の性状を観察 した ｡ 培嚢基上の色調 ほ Color Har m o ny M 弧 u al(第4版)28)
に従 っ て 記載した｡
2) 使用菌株
MCRL O404株を分類する に当り , 既存する Microm o nosi)o r a の うちで 文献記載の性
状が頬似した次の標準株 (ty pe strain) を対照にお い た o
M ic ro m o n o sP r a oliv o a stero sPo raATCC 2181 9
Mic ro m o n o sP raglobos a NRR L B- 26 73
3) 電子顕微鏡に よる観察
胞子形態の観察 : 電子顕微鏡用 シ ー ト メ ッ シ ュ ほ コ ロ ジオ ン膜付着に より支持膜を作製
し, カ ー ボ ン蒸着に より補強したo Mi
l
c r o m o nspo ra 菌株の胞子は ペ ンネ ッ ト寒天 で 3 2
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℃, 1 0- 1 4日間培養し, 胞子を充5)lこ形成させた後, 採取して滅菌水に懸濁したo 胞子
懸濁液を支持膜作製メ ッ シ ュ 上に滴下し, 32℃で約 2時間乾燥 した後 , 日本電子株式会
社製, 透過型電子顕微鏡JEM - 1 0 0Cで観察し, 写真撮影した｡
気菌糸の 観察 : MCRL O40 4株を無機塩 ｡ で んぷ ん寒天培地で声2℃, 1 0日間培養し
た後, 菌集落を切り出して観察面を上に向け, ド 一 夕イ ド ペ ー ス トを塗りつ けた真輸製試
料 ブロ ッ ク に固定した｡ 真空蒸着し, 乾燥した後,,日本電子株式会社製, 走査型電子顕微
鏡JS M - T 200 で観察し, 写真撮影した .
4) 細胞壁構成成分の 分析
ア ミ ノ酸の 検出 : 試料は LE C H E VA LI E Rand L ECⅠi E V ALIER の方法2 9)
に準じて調製した . 乾燥菌体1 0mgを パ イ レ ッ ク ス 試験管 に入れ, 6N塩酸1 ml巻加えて
溶封し, 10 0℃ で 18時間加熱した ｡ 冷却後加水分解物を波過し, 波液を減圧濃縮した後 ,
残漆に水0. 1 mlを加えて溶解し, 検出試料と した . ジ ア ミノ ピメ リ ン酸の各異性体, 3､-
ハ イ ド ロ オキシ ジア ミノ ピメ リ ン酸およびその他の ア ミノ酸の検出は ア ビ セ ル SFプ レ ー
ト (フ ナ コ シ薬品) を用 い , メ タ ノ ー ル ｡ 水 ｡ 1 0N塩酸 ｡ ビリジ ン (8 0:17.5 : 2. 5:
1 0) を展開溶媒 と して 薄層ク ロ マ トグラ フ ィ に より行 っ た ｡ 室温で約 3時間展開し, 風
乾 した後, ニ ン ヒ ドリ ン試薬に よ っ て発色し, 呈色したス ポ ッ トの大きさから各ア ミノ酸
の含有量 を測定した . 本実験法に おける各ア ミノ酸の Rf値および呈色色調は, L L - ジ
ア ミノ ピメ リ ン酸 :0. 1 8( 青灰色), DL - ジ ア ミノ ピメ リ ン酸 :0.1 3( 青灰色), 3
- -
イ ドロ オキ シ ジア ミノ ピメ リ ン酸 :0,0 9( 青灰色), L - ア ラ ニ ン : 0.58(紫色), L - グ
ル タ ミ ン酸 :0. 4 9て青紫色), L - グリ シ ン : 0. 3 6( 青紫色)で あ っ た｡
糖の 検出 :試料は L EC HEV A L I ER a nd LECHE V AL IE Rの方法2 9) に 準じ
て調製した o 乾燥菌体5 0m9をパ イ レ ッ ク ス 試験管に入れ , 1N硫酸1 mlを加 えて溶封し,
100℃で 1時間加熱した. 冷却後加水分解物を涼過 し, 漁液に飽和水酸化 バ リ ウ ム 水を加
え て pH
●
5. 0 - 5. 5とした｡ 生じた沈澱を慮過 した後, 波液を凍結乾燥して 得た粉末を水
0.1 ml に溶解 して検出試料とした｡ 各糖の検出は ア ビ セ ル S F プレ ー トを用 い, イ ソ プ ロ
パ ノ ー ル ･ ビリジン ･ ク ロ ロ ホ ル ム ｡ 水 (8: 8 :1:4)を展開溶媒として薄層ク ロ マ ト
グラ フ ィ により行 っ た ｡ 室温 で約 4時間展開後, 風乾したプ レ ー ト に酸ア ニ リ ン フ ク レ ー
ト試薬 (フ タ ー ル 酸3. 2 5gを 2 皿 け エ リ ン含有水飽和ブタノ ー ル 1 00 mi に溶解)を噴霧し,
1 0 0- 1 3 0℃で 加熱 して呈色 したス ポ ッ トの大きさか ら各糖の含有量 を測定した ｡ 本実験
法にお ける各糖の Rf値および呈色色調はガ ラク ト - ス : 0. 5 3(黄褐色), グ ル コ - ス :
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0.5 8( 黄褐色), ア ラ ピ ノ ー ス : 0. 6 4( 赤褐色), マ
▲
ン ノ ー ス : 0. 6 5(黄褐色), キ シ ロ
ー ス : 0. 6 9( 赤褐色), ラ ム / - ス : 0. 7 6(黄褐色) で あ っ た ｡
脂肪酸の検出 : 試料はO K AMIらの方法3 0) に準 じて 調製した . 乾燥菌体5mgをパ イ レ
ッ ク ス 試験管に入れ , 3%塩酸メ タ ノ ー ル ユ m】を加えて 溶封し, 1 0 0℃で 3時間加熱 した｡
冷却後涼過 し, 漉液を石油エ ー テ ル 1 mlで 3回抽出し , 石油 エ - テ ル層を水で洗液して塩
酸を除去し, 無水硫酸ナ トリ ウム を加えて1 時間放置 して脱水した o 減圧下で石油 エ ー テ
ル を除去して得た脂肪酸メ チ ル 化体をア セ ト ン 1 ml に溶解 し, ガ ス ク ロ マ トグラ フ ィ 用 の
試料と したo ガ ス ク ロ マ ト グラ フ ィ 分析はガス ク ロ ー ム Q (1 0 0- 1 2 0 メッ シ ュ) を担体
と し, 3 % O V- 1 ( 液相)を コ ー トして 詰めた1.5 m 4 MGカ ラ ム を用 い , 窒素 ガス を
キ ャリア ー として 1 3 0℃か ら5 ℃/bin. の 速度で 島津製作所㈱製 ガス ク ロ マ トグラ フ ィ
装置, G C- 4BM に よ っ て行 っ たo 試料中の各脂肪酸は側鎖脂肪酸メ チ ル エ ス テ ル 定性
用混合物 (BC M IX - 1: 日本ク ロ マ ト工業) お よび各種直鎖脂肪酸メ チ ル エ ス テ ルを
標準と して同定し, 各脂肪酸の ピ ー ク値から含有% を算出したo
2 - 2 形態学的特徴
M C RL O4 0 4株の基底菌糸は長く直線状また ほゆ るくカ ー プし, 短かい単軸分枝 した
胞子柄に 1個の黒緑色な い し黒色の 胞子を形成した ｡ 電子顕微鏡下で は胞子は 1. 0 - 1.3
〟 の楕円形をして おり, その表面にはF ig.1 に示 した ようなイ ポ状突起が あ っ た ｡ また,
白色ない し沃色の Fig. 2 に示した ような不完全な気菌糸を形成するが真性の気菌糸形成は
認 められなか っ た ｡
2 - 3 培養基上 の性状
MCRL O 4 0 4株は シ ュ ク ロ ー ス ･ 硝酸塩寒天, グ ル コ ー ス ｡ ア ス パ ラギ ン寒天 , グリ
セ リ ン ｡ ア ス パ ラ ギ ン寒天お よびカ ル シ ウ ム マ レ ー ト寒天な どの 合成培養基よりも, 酵母
エ キ ス ･ 麦芽 エ キ ス 寒天 , オ ー ト ミ ル寒天お よび ペ ン ネ ッ ト寒天な どの 天然培養基に よく
発育 し, 基底菌糸は集落表面に多数のひ だを作 っ て密に厚くもり上がり, 寒天中へ も深く
侵入して発育し, 初期に は棲色を呈 したが後にオ リ ー ブ色な い し暗い オリ ー ブ色に変化し
た. 胞子は緑黒色か ら黒色となり,.後期に は集落表面が この胞子で被われたo 集落裏面お
よ び可溶性色素は明る い オリ ー ブ色な い し暗いオリ ー ブ色を呈 した ｡ こ の ような M C RL
O 4 0 4株の性状と類似した菌種と して M ic ro m on osp ra oliv o a stero spor a(ホ - チ ミ シ ン
ー 1 6 -

生産菌)31) が掲げられ , また , 細胞壁構成成分の点で M icro m o n o si' raglobQS a (ゲ ン
タ ミ シ ン生産菌)32)が類似 したの で , 本菌株の 分類学に おける性状をこれらの 2菌株を対
照 と して直接比較した｡
Table 6 にMCRL O 40 4株お よび対照菌株の各種培養基上の 性状を示 した ｡ MCRL
O 40 4株は M . oZiD O a Ste r O SPo r aと は種々 の 培養基 に お いて 異 な っ た性状 を示 し , M.
golobos aとほグリ セ リ ン ･ ア ス パ ラギ ン寒天, 無機塩 ｡ でんぶ ん寒 天, 酵母 エ キ ス ･ 麦
芽 エ キ ス寒天およびカ ル シ ウ ム マ レ ー ト寒天に おい て明らか な違 い が観察された ｡
2 - 4 発育条件
M C RL O 404株は好気的条件下, 3 7℃ , pH 7. 0 - 8. 0 で良く発育 した . 発育 pH 域
は 5. 0 - 9. 0 であり, 発育温度域は18 - 37℃ で , 37℃以上で は貧弱な発育を示 したが ,
4 5℃以上で は pHの如何に か ゝわ らず発育が認 められなか っ た ことから T he r m o actin o-
myces とは区別されたo
2 - 5 生理学的性状
T able 7 にMCRL O404株および対照菌株の生理学的性状を示 した｡ M CRL 04 04
株はで んぷ んを加水分解し, セ ル ロ ー ス 分解反応は陽性で あ っ た ｡ また, ゼ ラ チ ン液化反
応ならびに ミ ルクの凝固お よび ペ プ ト ン化反応が陽性を示 し, 強い蛋白質分解力を有 して
い た ｡ さらに , M CRL O4 0 4株は硫化水素発生反応および硝酸塩の還元反応は陽性で あ
り, カ ル シ ウ ム マ レ ー トの 加水分解反応およびメ ラ ニ ン色素形成反応は陰性を示したが ,
これら4種の反応に対奇る性状 ほ対照 とした 2菌株と同じで あ っ た Q M CRL O4 0 4珠は
チ ロ シ ナ - ゼ反応 , ミ ル ク確固, ミ ル ク ペ プ ト ン化力およびセ ル ロ ー ス 分解力にお い て ,
その 性状が M. olivo a ste ros如 ra とは異な っ たが , M. gLobo s aとは種々 の性状が よく似
ており , セ ル ロ ー ス 分解力に おいて の み異な っ て い た ｡
2 - 6 炭素源の利用性
M CR L O 4 0株および対照菌株の 炭素源利用性を IS P培地Na9 に各種炭素源を添加
して 試験 し, その結果を Tab le 8 にまとめた ｡ M C RL O 4 0 4株は M. oliv o a ste rospor a
とは多くの 炭素源に おい て その 利周性が異な っ て い たが , M. globos aとはきわめて 類似
し, D - (- ) - ア ラ ピ ノ ー ス を利用出来 ない 点だけが異な っ て いた o
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Table る ･ Cultu ralchar a cte risticsofstr ain M C R L0404a ndr efe re n c eML
'
cr o m on spoJ
･
仇
M ediu m M C R L 0404
M ･
Riycoぎt2elr80ip90 r a N監gL[oBb.o23g7 3
Sucr o se nitr ate aga r
(w aks m a n m ediu m
No . 1
,
30
o
C)
Glu co se a spa ragln e
aga r
(waks m a n m ediu m
No . 2, 30
o
C)
Glyc er ola spa r agin e
aga r
(IS Pm ediu m
No . 5, 30
oC)
Inorga nic s alts starch
aga r
(IS Pm ediu m
No . 4, 30
o
C)
Tyr o5in e agar
(1S Pm ediu m
No . 7, 30
o
C)
Nutrie ntagar
(Waks m a n m ediu m
No . 14, 30
oC)
Ye aste xtra ct一 皿alt
e xlr a Ctaga r
(fS Pm ediLl m
No. 2, 30
o
C)
Oatm e alaga r
(lS Pm ediu m
No . 3, 30
o
C)
Calciu m m al t¢ agar
(W aks m a nllediu m
No . 7,30
o
C)
Be n n eu aga r
(W aks m a n血ediu m
No . 30, 30
o
C)
Pepto n eiro n aga r
(Difc o30
o
C)
G : Po o r,ivory(2 db)
Spore: No n e
RC : Colo rles
S P : Faintly
G : M oder ate,bright m elo n
yello w(3ia)
Spo r e: Be a v e r(31i)
RC : Beige bro w n(3ig)
S P : Da rk oliv e(1 1/2 nl)
G : M oder ate,1ight ta n(3gc)
Spo re :Da rk oliv e(1 I/2pn)
R C : Da rk oliv e(1り2pn)
S P : O liv egray(1 1/2 ig)
G .
Spo re :
R C :
SP :
G
Go od, c a m el(3ie)
La mp bla ck(p)witll
oyste rwhite(b), thin
aerial m yc elia
Da rk brow n(3nt)
Light oliv edr ab(1 1/2 1i)
M ode rate
,
c o v e rt tan(2ge)
Spo re :C ha rc o algray(a)
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Light oliv edrab(I 1/21i)
M oderate, ca m el(Sic)
La mp black(p)
Olive(1 1/2 pl)
Oliv egr ay(I I/2 ig)
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oyster white(b),
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-
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Da rkoIJ
'
ve(I I/2pn)
Dark oliv e(1り2pn)
Go od, c a m el(3ie)
LalllPbla ck(p)with
oyste r white(b),
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No n e
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Sepiabrow n(3pll)
RC
SP
G
Spo r e
R C
S P
G
Spo re :
R C
S P
G
●
Spor e:
RC :
SP :
G
Spo re :
R C :
S P :
G
Spo r e
I
.
RIc : sepia browrl(3pn)
SP : Oak brown(4pi)
G : M oder ate
,
folded, m u sta rd
ta n(21g)
Spo re :Sca nt, cha rc o algr ay(n)
R C : Topa z(3n e)
S P : M u stard bro w n(21ユi)
Po o r,bisc uit(2e c)
No n eor s c a nt,
oliv egr ay(1ig)
Bis c uit(2e c)
No n e
M ode rate, ba mbo o
(2gc)
La mp bla ck(p)
Da rk o
.
liv e(i 1/2pn)
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Poo r, oliv ¢gray
(11/2 ig)
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Oliv egray(1ig)
No n e
M oder ate, bisqu e(3ec)
La mp bla ck(p)
M ole(1)
Bisc uit(2e c)
M oder ate, ba rnbo o
(2gc)
Da rk br o w n(2pn)
Cho c olate(4nl)
Oak brow n(4pi)
Mode rate,iv o ry(2 db)
La mpbla ck(p)
Da rk oliy e(lpn)
O liv egr ay(1 1/2 ig)
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La mpbla ck(p)with
oyster white(b),
thill a erialmyc elia
Da rkgr e e n(24pn)
O liv e(I i/2 ni)
Good, ba mbo o(2gc)
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Da rk oliv e(,1 1/2 nl)
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Cha r co algray(∩) }
Non e
No n e
Go od
,
ba mboo(2gc)
La mp b一a ck(p)
Light oliv edrab(Ill)
S一ateta n(2ig)
Moderate,ivo ry(2d b)
No n e
Ba mboo(2gc)
No n e
Po o r, bisqu e(Se e)
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Colo rless
Faintly
Po o r,brightr n elo n
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Ligllt ta n(3gc)
Lighttan(3gc)
Po o r
,
light ta n(3gc)
M u sta rd ta n(21q)
Clo v ebro w n(3ni)
Ba mbo o(2fb)
M oder ate , apric ot(4ia)
No n e
Ambe r(31c)
Ligllta 凸1ber(3ic)
Mode rate, cin n a m o n
(31e)
Sca nt, adobe bro w n
(31g)
Light tan(3gc)
Light ta n(3gc)
M ode rate. apric ot(4ia)
No n e
Light a mber(3ic)
Ba mbo o(2fb)
Go od, c a nlel(3ie)
Sepia br o IVn(3prl)
Sepia brow n(3prl)
Da rk luggageta n(4pg)
Go od,ligllt ta n(Sic)
Ca m el(3ie)
A dobebr o w n(31g)
A dobebr owll(31g)
No gro wth
Go od, adobebr o w ll
(31g)
Sepia bro wn(3pn)
Da rkbro wn(2pn)
Yelo w m aple(3ng)
Go od, folded, o r a nge
r ust(4pe)
No n e
Ora nge ru st(4pe)
Topa21(3n e)
G;Gro wth, R C;r e v ers e colo r, S P;solub)e plgm e nt･
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＋＋
＋十
＋＋
＋＋
＋＋
＋＋
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2 - 7 細胞壁構成成分
MCR L O4 04株および対照琴株の細胞壁構成成分を Table 9 にまとめた o M C R L
O4 0 4株は構成ア ミノ酸と して 多量の グリ シ ンを含み , ジア ミ ノ ピ メ リ ン酸は DL 型で あ
り , 構成糖として キ シ ロ ー ス を含有して い たが , ア ラ ピ ノ ー ス お よびガラク 卜 - ス は検出
されなか っ た｡ こ の ように , MCR L O 4 04株の 細 胞壁 構成成 分 の タイプは グリ シ ン,
D L - ジ ア ミ ノ ピメ リ ン 酸および キシ ロ - ス を含むと される LE CH EVA L I E Ra nd
LE CH E VAL I E R2 9) に よる分類の Ⅱ型 に属し, Micro m o n o sP raの典型 的構成成分
を含有して い た｡ ま た , 構成脂肪酸 は側鎖型 で あり, O KA M Iら 3 0) の 分類にお ける
Micro m o n o s9 ra型 に属して い た. 以上 の ようなMCRL O40 4株 の 構成 ア ミ ノ 酸および
糖成分は M. oliv o a ste ro sPo ra の それ と は明 らかに異な っ て おり, M. globo s aの それ と
はきわめて類似した｡
2 - 8 分類学上の位置ならびに命名
M C RL O 4 04株は中温菌で ある こと , 真性の気菌糸を形成しない こ と, 単軸胞子柄の
先端に1偶の胞子を着生して いる ことおよび細胞壁構成成分 の タ イプから M ic r o m o n o-
spo r a属に分類される. さらに , LUE D EM A N ら･33)の 分類法に従うと胞子柄の 分岐が
単軸であることか ら MicrDm OnO Sbo ra の 中で も M. chal.ce a, M . e chin o sPo raおよび M.
Pu rPu re aの仲間に属して い るo これらの 菌種の 中で M. e chin o sbo raおよ び そ の 亜 種の
胞子表面に トゲ状またはイ ボ状の突起があると記載されて おり, この点で M CRL 04 0 4
株と類似して い る. 胞子表面に トゲ状またはイ ボ状の突起をもつ Microm ono sPor aの多く
ほ基底菌糸の色調が紫色で あり, さ らに, 赤褐色な い し紫褐色の 可溶性色素を産生するの
で MCRL O4 04株と容易に区別することが出来る｡
胞子表面にイボ状突起があり, 緑色ない しオリ ー ブ色の基底菌糸および可溶性色素を産
生する MCR L O4 0 4株 は M. olivo a sie ro sPo ra3 1) の文献記載と類似 したの で両菌株の
性状を直接比較 した結乳 培養基上の 性状, 生理学的性状, 炭素源利用性および細胞壁構
成成分タイ プが両菌株の 間で明らかに異な っ て い た ｡
K A WAMO T O ら32)の 報告した. M icro m o nspora の細胞壁構成成分分析にお い て ,
M. globos aの構成成分が M CRL O404株の それと類似 したの で 両菌株の性状を直接比
較したとこ ろ, 両菌株は細胞壁構成成分, 生理学的性状および炭素源利用性にお い て きわ
め て類似した o しか しなが ら, 両菌株は培養基上の 性状が明らかに異なり, さ らに , M.
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globo s aの胞子を電子顕微鏡下で観察 したとこ ろ, Fig. 3 に示 したように 表面は平滑で
あり, 胞子表面に イボ状突起をもっ MCRL O 4 0 4株とは明らか に区別出来た ｡
MCR LO 4 0 4株と培養基上の 性状が似て い ると思われた M . olivo a stero spo raA TC C
21 8 1 9を用 い て 両菌株を比較したとこ ろ, 培養基上の性状 , 生理 学的性状 , 炭素源利用
性およ び細胞壁構成成分に おい て両者の 間に 明らかな相違が認 められた｡
MCRL O 4 0 4株と細胞壁構成成分が似て い ると思われ た M. globo sa NRR L B-
26 7 3を用 いて 両菌株を比較したと ころ , 両者は生理学的性状 , 炭素源利用性および細胞
壁構成成分に おい てきわめて類似 したが , 培養基上の性状が種々の 培養基で異なり , さら
に電子顕微鏡に よる観察に よ っ て胞子表面の 形態が異なる ことを認 めた ｡
以上の諸点から, M CR L O404株を M ic ro m o n o s? r aの新菌種と決定 し, Micro m o n o･ -
spo r a ve r r u c ulo s a M ATS UZ AW A a nd T A N Isp. n o v. と命名 した ｡
ー 2 5 -
第3章 M - 9 2抗生物質の 生産培養 , 分離精製 な らび に物理化
学的性質
序
M - 92抗生物質生産棟 MCRL O 4 0 4は M ic r
-
om o n o spo r a の 新 菌種 に 同定 さ れ ,
M icro m o n o sP ra v erru c ulo s aと命名された ｡ 本章 で は M . v err u c ulo s aM C RL O 4 0 4株の
培養 に よるM - 9 2抗生物質の 生産に適 した培地お よび培養条件の検討結果を示し, その
生産培養に つ い て述 べ る o 次に タ ン ク培養に よ っ て得られ た培養液か らの M - 92 抗生 物
質の抽乱 シ リカゲ ル カ ラ ム ク ロ マ ト グラ フ ィ に よる分離精製ならびに 単離された各成分
の物理化学的性質を示 し, 機器分析の結果か ら推定 した M - 9 2抗生物質の 母格構造に つ
い て述べ る ｡
3 - 1 実験方法
1) M - 9 2抗生物質の 抗菌活性測定法
Sta♪h#oc occus au re u sTerajim a を被検菌と して , ペ ー パ ー デ ィ スク法 〔第1華美験
方法, 1 - 1, 4) 参照〕に よる標準曲線法によ っ て抗生物質濃度を測定 した｡ 濃度はM
⊥9 2抗生物質申, 最も抗菌活性の 強い V A- 2成分を棲準と して 求めた ｡
培養液上清の活性 : 培養液5 mlを遠心管に とり, 3 0 0 0r. p. m . 1 0分間遠心 分離 した上
清を測定に用い た ｡
菌体中の活性 :培養液 5 mlを遠心管 にとり, 3 0 0 0r. p . m . 1 0分間遠心分離 し, 上清を
除去した沈査に ジメ チ ル ホ ル ム ア ミ ドを加えて 5 ml と し
,
10分間重税で振塗 した ｡ 再び
3 0 00r. p. m . , 10分間遠心分離して得た抽出液上清を測定に用い た ｡
2) シ リカゲ ル カ ラ ム ク ロ マ トグラ フ ィ に よる各成分の単離
M■- 9 2抗生物質 は酸性ない し弱酸性物質で あるこ とか ら , ク ロ マ トグラ フ ィ に おける
各成分の 分離を効果的に する目的で シ リカ ゲ ル をあらか七め酸性援衝液で処理 した｡ シ リ
カ ゲル H (Mer ck)
.
を pE5. 0 の 0'5M M cILv ain e緩衝液(1 :1, W/V)で浸し, 風乾
して カ ラ ム に充填した . ベ ン ゼ ン ･ 酢酸 エ チ ル (5 : 1) を展開溶媒として , ペ - バ ー デ
ィ ス ク法による抗菌活性お よび薄層ク ロ マ トグラ フ ィ による精製度を指標と して各成分を
分離精製した｡
- 2 6 -
3) 薄層ク ロ マ トグラ フ ィ
薄層プ レ ー トは シリカゲ ル H プレ ー ト (M e r ck) 杏 .pH 5･ 0 の 0･ 5 M McILv?in e緩衝
液を用い て展開後, 風乾 し, 1 1 0℃で 1時間加熱 したもの および シリ カゲ ルGF 2 5 4プ レ
ー ト (Merck)を用 い , 展開溶媒 はベ ン ゼ ン ･ 酢酸 エ チ ル (5 : 1) , 水飽和酢酸メ チ ル
またはク ロ ロ ホ ル ム ｡ メ タノ ー ル (19: 1) を用 い た o
3 - 2 生産培地の 検討
M - 92抗生物質 の 生産 に 適 した培地の 検索 は種 々 の 窒素源を 用 い て 検討 した ｡
基礎培地と して , 可溶性でん ぷん 2%, グ ル コ ー ス 2%, MgSO4 I 7H200.1% お よ び
K2H PO4 0. 1%を用い , 各種の 植物性お よび動物性窒素源を添加した培地な らびに乾燥
椎茸 (Dried shiitake : Letin u s edode sの子実体乾燥品) お よび乾燥昆布 (Dried se a
ta ngle) をそれぞれ水で 1 0 0℃, 2 0分間浸出し, そ の浸出液液を単独または組合せて添
加した培地を用 い て試験 した o 培養は第 1草葉験方法, 1 - 1 , 3) に準じて行な い , M･
verr u c ulo sa M CR L O 404株の 種母液5 mlを各種生産培地 に接種 して 37℃で 培養 したo
培養3 日および5 日後に培養液上清の 抗菌活性を測定し, Table l Oに示した o M
- 92抗
生物質の 生産量は乾燥椎茸およ び乾燥昆布の浸出液を培地に加える ことに よ っ て著しく増
加 した ｡
3 - 3 培養条件
M - 92抗生物質ぬ生産に適 した培養温度を Table llに示 した生産培地を用い て27℃,
32 ℃および37℃で試験した ｡ M - 92抗生物質は3 7℃で培養 した場合に 最も多く生産さ
れた ｡
次に , 2000 L培養タ ンク を用いたM
- 9 2抗生物質の 大量生産培養に つ い て述べ るo
まず, Table l l に示した生産培地の 酵母 エ キス 濃度を 0.5%に 変えた種母培地1 80mlを
1 L の三角フ ラ ス コ に調製した｡ ペ ン ネ ッ ト寒天斜面培地で 37℃ , 7日 間培養した M･
v e 7ru C ulos a MCRL O 4 0 4株の菌体を接種し, 3 7℃で 7 2時間振婆培養 して第1種母
液を調製した. 第1種母液を16L の種母培地を仕込んだ 3 0L ジャ - フ ァ メ ン タ ー に 移し,
さらに 37℃で 72時間撹拝培養 して第 2種母液を調製した ｡ 第2種母液を1100 Lの 生産
培地を仕込ん だ 2 00 0 L培養タ ンクに 移し, 次の条件で 培養した ｡
温 度 :37℃ ±1℃
- 2 7 -
Table 1 0. Effe c七 of s o一円e nitr oge n s o u r c es-
l
a nd othe r s o n a nti biotic
produ ctio n.
Anti biotic pr odu ctio nin br oth
(Dia m ete r of inhi bito ry z o n e, rTVn**)
Ni tr･oge n so u r c e i(w/v) 3 days 5 days
Soy be a n m e a一
Pha rm a汀Iedia
Ye ast e xtr a ct
Be ef extra ct
Pepto n e
Ca s amin o a ci d
Ambe rBYF50 X
Dried shii take★ I★★★
Dried s e al ta ngle兼
Be ef e xtra ct
Dried sea ta ngle
兼
Be ef e xtra ct
Dried s e ata ngle
*
Dried shiitake*
1 . 5
1. 5
1. 0
1. 0
1 . 0
1 .0
1 . 0
0. 5
0. 5
o
o
:; )
.
S;≡i
13
1 3
1 0
1 3
1 3
1 4
1 0
14
21
24
25
1 0
10
1 0
10
1 5
1 5
13
2 0
1 9
2 2
2 2
Ba s al m ediu m : s oluble sta r ch 2%, glu c o s e2i> MgSO4
･ 7H
2
0 0･l%, K2HPO4
o･1%･ pH 7･0(afte r addi tio n of ni tr oge n s o u rFe s)･
* Dried s e ata ngle a nd dried shii take w e r einfu s ed withw ate rfo r
20min at 1 00oC, befo r e addi tio n.
* * Dia m ete r s w e r em a s u red by disk- plate m ethod u slng S. C u r,e u 8
1
-
e r aJl m a a Ste st O rga ni
･
sm .
★★ ★ The air - dried fr uit bodie s of L8n七in u 8 edode8.
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Table ll
･ Pr odu c l ng mediu m of ”-92
G一u c o s e
Soluble sta r ch
Be ef e xtra ct
Ye a st e xtr a ct
MgSO4
･ 7H20
K2‖PO4
NaCI
CaCO3
Sil ic o nKM J 5
Dried s e ata ng1
1)Pied shiitake*
2o/o
2%
0.5%
0. Ol%
0. 05o/a
O. 05o/o
O.2o/o
O .4oLo
O .Ol %
e* 0.5o/o
O .5
o
/o
Dried s eata ngle a nd dried shii take w e r einfu s ed with
w ate rfo r20min ute s at 10 0oC, befo r additio n.
pH
60
エ
1
50
言40
＼
⊂n
⊂
ヽ ー
む 30
;=
也)
･トJ
⊂)
El
2 0
1 0
0
Pote n cy in myceliunl
Gr o wth
Pote n cy in br oth
30重
q)
∈
=J
r
-
20 g
r -
r -
qJ
U
10
召
.J止
U
r8
h
0
0 24 48 72 96
Tim e(Ho u rs)
Fig･ 4 ･ Tim e- c o u r s e of ”- 92pr odu ctio n by MieT,om On O 8POr,a
･v er,r ucu乙o8a MC RL0404.
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通気量.
: 55 0- 6 50L/ min .
回 転 : 125 r. p . m .
内 圧 .' 0. 5 - 0. 7 k臥/cm2
Fig. 4 に 2 00 0 L培養 タ ンク における典型的な培養経過を示した o 約50時間後に は菌
体の 温容量が定常とな り, 同時に培養液上清のM - 92抗生物質生産量 は はぼ 最高 にな っ
たが
, 菌体申の生産量は その 後も増加 し, 8P - 9 0時間後に は最高に達し, そ の 後約 1 2
時間は変化しなか っ た . 菌体中に蓄積され る抗生物質量 はそれぞれ の ピ ー ク値で 比べ ると
培養液上清の約1 0倍で あ っ た . 培養液 昨 = ま大きく変動 しなか っ たが, 菌体 量の増加に
つ れて ややア ル カリ側に変化した ｡ 生産培養 は多くの 場合, 90 - 100時間後 に停止 し,
抗生物質を抽出した ｡
3 - 4 M. - 9 2抗生物質の抽出ならびにA群お よぴN群成分 の 分離
M - 92抗生物質G
-ま培養液か らChart l に示 した操作 によ っ て抽出した ｡ 培養液 1 0 0 0
Lを 6N塩酸を用い て pH 2 に調整した後 , タ ル クを混和 して 30分間挺拝 し, 培養液中
の 抗生物質を タ ルク に吸着させ菌体とともに液集 した ｡ 菌体ケ ー キ か ら酸性 メ タ ノ ー ル
(pfI2) で抗生物質を抽出し, 渡過して得たメ タ ノ･ - ル抽出液に 6 N水酸化ナ トリ ウム
液を加えて pH I Oとし, 抗生物質を沈澱させ た ｡ 沈澱を櫨集 し, 水に懸濁 させた 後 , 6
N塩酸を用 いて再び pH 2に調整し, ク ロ ロ ホ ル ム で抽出した ｡ ク ロ ロ ホ ル ム 層を水洗し
て 濃縮後, ヘ キサ ン を加えて沈澱させ , 抗生物質粗粉末 2 49 を得た｡
次に , C ba rt 2 に示したように , M - 9 2粗粉末の ク ロ ロ ホ ル ム溶液を1% Na2CO3
水 (pH8.5)で振渡し, 水層に酸性物質の A群成分, そ して ク ロ ロ ホ ル ム 層に弱酸性な
い し中性物質の N群成分を分画した ｡ 水層の A群成分は再び 6N塩酸で pH 2 に調整して
ク ロ ロ ホ ル ム で抽出し, 減圧乾固した ｡ ク ロ ロ ホ ル ム 層の N群成分は水を加え てク ロ ロ ホ
ル ム溶液を洗聴した後, 減圧乾固した ｡ M - 92粗粉末 2 0g からA群成分6. 5 昏 お よ びN
群成分10.4 8 を得た o
3 - 5 A群およぴ N群成分 の分離精製
A群成分の分離精製は Cha rt 3に 示した操作 に より, シ リカ ゲ ル カラ ム ク ロ マ トグラ
フ ィ に よ っ て紫色酸性物質の V A群成分なちびに青色酸性物質の BA - 4およびB A- 5を
分離した ｡ VA群成分ほさ らに酸性緩衝液で処理 した シ リカ ゲ ル カ ラ ム を用い て , V A- 1,
- 3 0 -
Cha rt l . Extra ctio n of` M- 92 co mple x.
Ferm entation who一e broth (l,00 0 li te r s)
adju sted pH to 2 with 6 N HCl,
added with ta一c(l kg) and Celite 545(2 kg),
strir r ed fo r30min _ ,
filte red･
ial c ake
Metha n o一
Cake
e xtracted wi th 1 00･ l ite r s(x2.) of a ci dic m etha n ol
(adju sted to pH 2with 6N H Cl
l
)
e xtr a ct(l eoli te rs)
adjusted to pH 1 0with 6N NaOH,
added wi th Cel ite 54 5(l .6 kg),
fil te r ed
s u spe nded in 1 4 lite r s of water,
adju sted to pH 2w化h 6 N =Cl,
e xtr a cted wi th7 liters(x2) of chlo rofo n n
Chlo r ofo rmlaye r(1 3 1 i te r･s)
w a shed wi th15 lite r s of w ate r a nd e v apo r ated
Cr udb oil(1 3 0g)
added w.i th l.5 l ite r s of n - he x a n e
Pr･e cipi tate
dried in v a e u o
Cr ude powde r of M- 9 2c omple x(24g)
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Chart 21 is olatio n of Aa nd Ngr o up compo n e nts .
Cr ude po wde rdf ”- 9 2c o mple x(20g)
dis solved in 3 li te rs of chlo rofo rm
,
added with l･5 li ters of l% Na
2
CO
3
S Olutio n>
stir red
Chlo rofo r mlaye r
washed with l l i te r of wate r,
e v aporated to dryne s s
Cr ude po wde r of Ngr o up co mpo n e nts
(1 0.4 g)
Aqu e o us一aye r
adju sted pH to 2,wi th 6N HCl,
added wi thl l ite r of chlorofo rm
Chlo rofor m一ayer
te vapo r ated to dryne s s
Cr ude po wde r of Aョro up C O mPO n e ntS
(6. 5 9)
V A- 2およびVA - 4 に 分離 した ｡ A群硬分の 粗粉末 6g からVA - 1: lug, VA - 2 :
2 50m9, V A- 4: 1mg, BA - 4 : 2.45 9な らびにBA - 5 :2. 549を得.た o
N群成分はC ba rt 4 に示した操作に よ っ て 分離精 製した ｡ 酸性緩衝液で処理 した シリ
カ1
'
)レカラ ムを用い , N群成分粗粉末1 09か ら青色中性物質の BN - 1 :0.73昏, B N- 2:
1年およびBN - 3 : 4. 8g ならびに紫色中性物質の VN - 3 : 1 mgを得た .
こ の ように して 得 られ た各成 分の 各種溶媒系 に おける薄層 ク ロ マ トグラ ム (T L C)
を F ig. 5 に示 した. 各成分の 命名は最初の文字 t V ” が赤紫色 , そ して It B''が青色を示
して おり, 次の文字
It
A” が酸性物質 , そ して
tlN'' が弱酸性ない し 中性物質を示して い る.
M - 9 2成分の 中に は僅少成分のため各精製段階に おい て収量 が少なく収得 出来 なか っ た
ため, T L C上で は示され て い ない 成分も含まれて い ろ｡ 上記の精 製法によ っ て得 られた
A群およびN群の各成分は各種展開溶媒 によるT L Cにお い て単 一 ス ポ ッ トを示す成分と
して単離された c
3 - 6 M - 92成分の 物理化学的性質
M - 92抗生物質粗粉末か らカ ラ ム ク ロ
l
? 卜グラ フ イ に よ っ て単離 した6種の 主成分 ,
すなわち , VA - 2, B A - 4, BA - 5, B N- 1, BN - 2お よびBN - 3 の 物理化学的
- 3 2 -
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Fig･ 5･ Thin -layer chro m atogra m s of ”-92c o mpo n ents.
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Plate :.
Solbe nt
Syste m2
Plate :
Solv e nt
Syste m3
Plate :
So一v e nt
Silic agel Hplate s(Me r ck) we r etre ated with 0.5 M
McIIv ain buffer (pH 5. 0) a nd dried at r o omte mpe r atu r e
a nd activ ated fo rl ho u r at l1 0oC.
syste m :Ben ze n e-Et OAc(5 : ”
Silic agel GF254(Me r ck)
system :MeOAc s aturated with H20
Silic agel Hplate s
McIIv ain buffe r(pH
a nd a ctiv ated fo rl
Syste m : CHC13
- MeO H
(Me r ck) w e r etr e ated wi th 0.5 ”
5.0) a nd dried at r o om tenlPe r atu r e
ho u r at ll OoC.
(1 9: 1)
- 3 5 -
性質 ならびに TL Cの R f値 を Table 1 2 に示 した o M - 9 2成分の U Vス ペ ク ト ル は各
成分共通の ピ ー ク を示し, I RL
ス ペ ク ト ル は 3300cm
‾ 1 付近に キ レ ー ト状水酸基の吸 収
および1 6 3 0- 1 6 4 0cm
‾ 1 に水素結合したカ ル ポ ニ ル基の吸収を示 し, こ れ らの 成分の
発色団は同じか , ま たほ相互 に類似 して い るこ とを示唆 した ｡
M - 92成分は赤紫色か ら青色の酸性または弱酸性な い し中性を示す無品形粉末で ある｡
呈色反応は濃硫酸で赤褐色, 蟻酸と亜鉛末に よ っ で榎赤色を示 したが ニ ン ヒ ドリ ン反応 は
陰性で あ っ た｡ 次亜硫酸 ナ トリウ ム との反応に より B群物質は樺色 に , Ⅴ群物質は黄色に
変化し, こ の反応物は ア ル カ リ性過酸化水素に よ･りB群物質は青色に , Ⅴ群物質は紫色に
変化した ｡ また , 両群物質の 次亜硫酸ナトリ ウ ム反応 物は塩化第 二鉄と反応 して灰栓色 に
変化した ｡
BN - 3 は高分解質量分析法 (M S) で分子イオ ン ピ - ク m/a 5 29.1 3 6 6〔△, - 0. 4
m m u〕 が観察され , 分子式 C29H23N O,が決定した｡ ま た, m /I 5 1 4(M - CH3)
＋
,
5 0 1(M - C O)十 , 4 9 8, 4 97 (M - CH30 , M - C H30 H)
＋ な ど の フ ラ グメ ン トイ
オ ンが観察された ｡ プ ロ ト ン核磁気共鳴ス ペ ク ト ル (N MR) で 3個 の メ チ ル 基(3級メ
チ ル , 2級メ チ ルお よびメ トキ シメ チ ル) と 4個の メ チ ン プ ロ ト ン , 3個の低磁場 シ フ ト
した シ ャ ー プなキ レ ー ト状の フ ェ ノ ー ル 水酸基ブ ロー ト ンが観察されたo こ の水酸基プロ ト
ン はジア ゾメ タ ン とは反応せず, 重水素化メ タ ノ ー ル (CD30D)の 添加に よ っ て消失す
ることからキノ ン カ ル ポ ニ ル の Pe ri 位の存在が推定されJ=34,35) . こ の ことは無水酢酸
･ ビリ ジン に よる アセ チ ル化に よ っ て得られ るtria cetate (MS , M
＋
m /a 6 5 5)の IR
で 1 77 5cm
- 1(フ ェ ノ ー ル 性 ア セ チ ル カボ ニ ル), 16 7 5c m
叫1( 非キ レ ー ト性 キ ノ ン カ ル
ポ ニ ル 基) に吸収が見 られ るこ とか ら支持され る ｡ したが っ て B N - 3 の構造と して は
strebto myces c oelicolo r に よ っ て生産される抗生物質, アクチ ノ ロ ジ ン
3 6
,
3 7)に 類似 し
た 5 - hydroxyn aphthoqin on e(juglo n e) およ び5, 8
- dihydr o xyn aphthoquin o n e
(n aphthaz a rin) め共役した骨格が推定され た｡
一 九 VA - 2はEle ctr o n - Im pa ct法で は分子イ オ ンが得られ ないが , 室温で ジア ゾ
メ タ ン と反 応 し て得 た メ チ ル 化体 , M - V A- 2が分子イオ ン ピ ー ク m /z 55 1. 1 9 5
(△ , - 1. 7 m m u) (C31H21N O9).を与え , N MR ス
ペ ク ト ル で 3個の メ チ ル基 (3級
メ チ ル および2個の メ トキ シ メ チ ル), 2個 の メ チ ン プ ロ ト ン , 3個 の フ ェ ノ ー ル性水酸
基プロ ト ンが観察された . 重水素化ジテゾメ タ ン(CD2 N2)との反応 成 績体はM SでM
＋
が m /z 5 57 に 6マ ス シ フ トし, NMR ス ペ ク ト ル でメ トキシ メ チ ル基が検出されない こ
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とか ら
,
M - V A- 2は ジメ チ ル エ ー テ ル 体で あるこ とが判 明した . したが っ て , VA -
2 の分子式はC2β17NO9(M . W . 5 2 3) と決定したo M - VA - 2もBN - 3 と同様 に
tria c eta七e (M ＋ m /a 6 7 7) を与え , キ レ ー ト したキノ ン カ ル ポ ニ ル の pe ri 位の 3個の
フ ェ ノ ー ル性水敢基の存在は明白で ある｡ 一 方 , BN - 3 で 5個観察され た芳香族プ ロ ト
ン はV A- 2 ではその うち2個が フ ェ ノ ー ル性水酸基に変化 したもの とするとM - VA - 2
で は3個の芳香族プ ロ ト ンがみ られる はずで あるが , 実際 に は 4 個が検 出さ れて おり ,
BN - 3と は骨格の 一 部が異なる ことが考えられ , また こ の ような性状が U Vス ペ ク ト ル
にお い て も反映したもの と推定される ｡
ま た, こ の ようなM - 9 2抗生物質の 物理 化学的性質に 一 致する既知 の抗生物質は見当
らない こ とから, M - 9 2抗生物質を新抗生物質と結論 した ｡
3 - 7 要約ならび に考察
M. v e r r u c ulosi M CRL O404株の生産する抗生物質は生産培地に乾燥椎茸および乾
燥昆布の 水1 0 0℃, 2 0分の浸出液を添加する ことに よりその 生産 性が 高くなり, 培養温
度3 7℃ で最も高く生産された ｡ 培養 夕 ㌢クにおける培養で は約 5 0時間後に菌体温容量が
定常となり, 上清中の 抗生物質濃度も最高値を示 した ｡ 菌体申の抗生物質量はそれ より遅
れ, r8 0- 9 0時間後に最高値を示した o M - 92抗生物質の生産は菌体申に蓄積され るの
が特徴で あり, それぞれの 最高値で 比較すると菌体中に は上清ゐ約 1 0倍量が 蓄積され て
い
-た ｡
培養液を pH2 に調整 し, タ ル ク を混和 し て 漉過 し た菌体 ケ ー キ を酸性メ タノ ー ル
(pH 2) で抽出してM r 9 2抗生物質粗 粉末 を得た ｡ 粗粉末の ク ロ ロ ホ ル ム 溶液を1%
Na2C O3水 (pE8. 5)で抽出して水層の酸性物質, すなわちA群成分とク ロ ロ ホ ル ム 層
の弱酸性ない し中性物質 , すなわちN群成分に分離した｡ さらに , A群お よびN群成分を
酸性緩衝液で処理 した シ リカ ゲ ル カラ ム を用い て分離精製し, 6 種 の 主成分, す なわ ち
V A - 2
, B A- 4, B A - 5, B N- 1 , BN - 2お よびB N- 3をそれぞれ単離した .
これ ら6種の 主成分の物理化学的性質はきわめて 類似して おり , U V, I Rス ペ ク ト ル
か らも相互 に類似した発色団をもつ こ とが示唆された ｡ BN - 3は質量分析法に よ っ て分
子式C29H23N O9, 分子量 5 29と決定 した｡ プ ロ ト ン核磁 気共 鳴ス ペ ク ト ル か ら3個 のメ
チ ル シ グナ ル と3個の キ レ ー ト状 フ ェ ノ ー ル 水酸基が観察され , こ の水酸基はキノ ン カル
ポ ニ ル に 対 し て 少e ri 位 に存在 し て い る こ とおよび 5個の芳香族プ ロ ト ンが観察され ,
- 3 8 -
B N - 3 の構造 と して , 5 - hydr o xyn aphthoquin o n e(juglo n e)および5 , 8
- di-
hydr o xyn aphthoquin o n e(n aphtha z arin) の共役 した骨 格を推定した
38)
o
一 方,
v A- 2 は室温で ジアゾメ タ ンと反応して得られるジメ チ ル エ ー テ ル を用 い て測定した ｡ そ
の結果, 質量分析法に より分子式C29H17N O9, 分子量 52 3と決定 した o また, プ ロ ト ン
核磁気共鳴ス ペ ク ト ル からキノ ン カ ル ポ ニ ル に対して ♪eri位を示す3個の フ ェ ノ
ー ル性水
酸基の存在は明らかで あるが , 芳香族プ ロ ト ン は4個 であり, V A
- 2 の構造は B N- 3 の
それと骨格の 一 部が異なるもの と考えられる ｡
M - 92抗生物質成分の構造上の特徴を見いだす研究をさらに詳細に進め て い く こ と は
きわめて頬似した多成分系と して 生産されるM - 92抗生物質の生合成経路の解明に役立
ち, 生産制御技術を利用 した有用成分の取得に寄与出来る と考えられるo
- 3 9｢
第4章 M - 9 2抗生物質成分 の 生物活
'J性
序
シ リカゲ ル カラ ム ク ロ マ トグラ フ ィ に よ っ て単離されたM - 92抗生物質 成分ほそ の物
理化学町性質からキノ ン構造をもつ 関連化合物である こ とが示唆され て い る3 8) ｡ 本章で
は単離された 6種の 主成分の生物活性に つ い て述 べ る. 最初に抗微生物作用と して , in
vitro における抗菌ス ペ ク ト ル , 抗菌活性に およぼす諸因子 の影響 および実験感染に対す
る防禦効果を示すo 次に 抗腫蕩作用と して , in vi ro に おける HeLa S - 3細胞に対する
殺細胞効果および増殖抑制作用, そ して , in viv o に おける E hrlich 腹水癌 に 対す る延
命効果およびE brlich 固型癌に対する発育抑制効果を示す｡ さ らに , マ ウ ス にお ける急
性毒性試験の 結果を示し, 各成分の生物活性に おける特徴に つ い て論述する ｡
4 - 1 実験方法
1) 抗生物質
M - 9 2抗生物質 の各成分は水に難溶の ため, 生物活性試験 には抗生物質を少量の ジメ
チ ル ス ル ホ キサイ ドに溶解 したの ち, 滅菌蒸溜水で希釈 して 用い た ｡ 抗生物質溶液中の ジ
メ チ ル ス ル ホ キサイ ド濃度は最高10% とし, 10% ジメ チ ル ス ル ホ キサイ ド溶液はいずれ
の 試験系の活性に も影響 しな い こ とを認めた ｡
2) 最小発育阻止濃度 (M IC) 測定法
各抗生物質のMIC測定に は被検 菌として著者らの研 究室で保存された諸種の細菌, 真
菌ならび に マ イ コ プ ラズ マ の標準菌株お よ び臨味分離菌株を用 い た . Mycoba ctm
'
u m
tuberclosesを被検 菌とした場合はキ ル ヒナ - 培地に よる液体希釈法に よ っ て測定 し, そ
れ以外は各被検菌に応じた培地による寒天希釈法に よ っ て測定した ｡
抗菌ならびに抗真菌活性 :細菌および真菌の接種菌量は お ゝ よそ1 0
6CF U/ml と して ,
その 1白金耳を各抗生物質を含む寒天平板に塗布した｡ 細菌を塗布した平板 は3 7℃ で 1 8
時間, 真菌を塗布 した平板 は2 7℃で 2 - 7日間培養 し, 菌の発育を完全に阻止した最小
濃度をM I C と した. M. tuberclo s elS の接種は 1 05cF U/皿1と し, 37℃ で 1 4日 間培養
した｡
抗L型歯痛性: M - 92抗生物質成分が StaPhyloc a c u s a u re u sに対して きわめて 強い
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抗菌活性を示した ことか ら, S. a u re u sの L型菌を作成し, 親株とその 活性を比較 した｡
L型菌は S. a u reus 20 9 PJC - 1か らL型寒天39)(3.7% プ レ イ ン - - トイ ン フ ユ
ジ ョ ン ブ ロ ス , 5% NaCl, 1% 寒天お よび1 0%馬血清) を 用 い て ペ ニ シ リ ン ディ ス ク法
により誘導した 4 0) o 安定L型株で あるL - PG - 412は ペ ニ シ リ ンG 5 u nits /mlを含
むL型寒天に 10回継代する ことに よ っ て取得し, ペ ニ シ リ ン を含まない L型寒天で 10回
継代培養 して も親株に戻らなか っ たo
一 方, 不安定 L型株で あるL - P G- 21 2は ペ ニ シ
リ ンを含まない L型寒天で培養すると鶴株に復帰した ｡ これらのL型株は コ ア ダラ
ー ゼ産
生反応が陽性で あり, ペ ニ シ リ ン GのMIC は25 - 1 0 0〟 9/mlで あり , 雑株 (M I C:
o.o78 / 柏/ml) に比 べ て高度に 感受性が低下したo
L型菌は厳格な細胞壁をも っ て い ない が増殖出来る微生物で あり, 細菌細胞壁に作用点
をもつ 薬剤に は非感受性で ある ことから, L型菌株と親株との抗菌活性を比較する ことに
より薬剤の 作用点を推測する ことが出来る｡
L型菌に対する各抗生物質の MIC はEDA4 1) らの 方法 に 準 じて測定した｡ 安定 L型
株はL液体培地 (3. 7%プ レ ン ハ ー トイ ン フ ユ ジ ョ ン プ ロ ス , 5兇 NaCl および 1 0% 馬
血清) で , 不安定 L型株に はこれ に べ ニ シ リ ン G5 units /mlを添加 して 用い , 各L型菌
を接種して 37℃で 3日間培養 し, 接種菌液と した｡ 抗生物質は安定L型株に はL型寒天
を用い て , 不安定 L型株に は ペ ニ シリ ンG 5u nits/ mlを添加 した L型寒天を用い て希釈
したo 抗生物質含有寒天平板上に各接種菌液 (1 0
6c F U/ml) を 0. 01 ml滴下し, 平板 シ
ャ
ー レ と蓋を ビ ニ ー ル テ ー プ で封 じて , 3 7℃で 3日 間培養した o 平板に生育したL型菌
集落を光学顕微鏡 で観察し, 集落形成を完全に阻害 した最小濃度をM I C としたo
抗 マ イ コ プ ラ ズ マ 活性 : マイ コ プ ラ ズ マ に対す るM I C は CHA NOCⅨ4 2)ぉ よび
o G ATA4 3) の方法に準 じて測定した｡･各 マ イ コ プ ラズ マ 菌妹を液体培地〔2.1%PP LO
ブ ロ ス(D ifc o) 70 ml, 新鮮馬血清 20 ml, 2 5% 新鮮酵母エ キス 液1 0E1, 酢酸タ リ ウム
50mgおよび ペ ニ シ リ ンG 5 0 0 0 0units (pH7. 6 - 7. 8)〕を 即 ､て 37℃で 3 日 間培養 し,
接種菌液と した ｡ 抗生物質は寒天培地 〔3. 7%P P L O寒天 (Difc o) 7 0ml, 新鮮馬血
清2 0mlお よび2 5% 新鮮酵母エ キ ス 液1 0mり を用 いて希釈 した｡ 抗生物質を含む寒天平
板上に各 マ イ コ プラ ズ マ の 接種菌液 (10
6
- 1 0
7c F U/ml) を 0.01 ml滴下し, 平板 シ ャ
- L, と蓋とを ビ ニ ー ル テ ー プ で封じて , 3 7℃で 7日 間培養 した o 平 板に生育 した マ イ コ
プラズ マ 菌の集落を光学顕微鏡で観察して M IC を測定した ｡
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3) 抗菌活性におよぼす諸因子の影響
M - 9 2抗生物質成分の 抗菌性 (MI C) にお よぼす培地 pH , 接種菌蓋およ び培地中へ
の血清添加の影響は被検菌と して S. a u r c u sSmith 株を用 い , ハ ー ト イ ン フ ユ ジ ョ ン
ブ ロ ス に よる 2倍系列液体希釈法に よ っ て試験したo 培地 pH
-
の影響を調べ る場合はpH
値を 1N塩酸また は1 N水酸化ナ トリ ウム 液を用 い て調整 した｡ 血清の 影響を調べ る場合
に は培地に馬血清 (Ⅴ/V%)を添加 して測定した｡
4) 感染防禦試験
ddY系, 4週齢雄 マ ウ ス (体重1 9- 21g) 1群8匹 を用 い , S. a u r e u sSmith 株
(1 0 0× LD50:約 1 0
2 cFU/マ ウ ス) を 5% ム チ ン (IC N Pha r m a c e utic als , In c.)
懸商液と して , その 0. 5mlを マ ウ ス 腹腔内に接種して感 染 した ｡ 感染1時間後 に各抗生物
質溶液を腹腔内, 静脈内, 筋肉内また は経口的に投与した o 感染 7日後まで の各投与量に
お ける マ ウ ス 生残率から Litchfield - W ilco x o n法4 4) によ っ て 50% 有効量: ED 50値
を算出した ｡
5) HeLa S - 3細胞に対する殺細胞効果な らびに増殖抑制試験
HeLa S - 3細胞の培養培地に は E?gle M E M堵地 (日水製薬) に 0. 1 %酵母 エ キス ,
0. 5%ラク トア ル ブミン加水分解物お よび0.5% Na 2C O3を加え, さ らに用時20% 仔牛
胎児血清および硫酸カナ マ イ シ ン (100 鵬 /nl) を添加 して用い た. M - 9 2抗生物質成
分の殺細胞効果ほ HeLa S - 3細胞約 3×1 05c ells /mlを上記培地で37℃ , 2 4時間単
層培養したのち, 各抗生物質を含有する新鮮培地と交換 して さらに 3 日間培養し, 培養細
胞を M ay - Gr u e n w ald Gie m s a液で染色 して顕微鏡下で細胞変性像を観察し, 最小変
性濃度を測定した ｡ 増殖抑制試験は HeLa S - 3細胞1 ×1 05 cells /ml を上記培 地で
･24時間単層培養 したの ち , 抗生物質を含有する新鮮培地と交換 して さらに 2日 間培養 し
培養細胞を May - Gr u e nwald Gie m sa 液で染色 して顕微鐘下で ト - マ 血球計数板を用
い て正常細胞像を示す細胞数を測定した ｡ 抗生物質無処理対照 の細胞数は抗生物質を作用
させる時点でほ1. 5 ×10S c ells/pl であり, 培養 2日後に は4. 5 × 1 0
5
c ells /mi に増加
した｡
6) Ehrlich 癌に対する抗腫療試験
Ehrlich 腹水癌に対する延命効果 : IC R系雌 マ ウ ス (体重1 9- 2 29) 1群5 匹を用
い
,
E hrlich 腫癌細胞1 06 c ells / マ ウ ス を マ ウネ腹腔内に移植 した ｡ 移植2 4時間後か
ら各抗生物質を 1日 1回連続5日間腹腔内に投与 し, マ ウ ス生存 を6 0日 間に わ たり観察
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した｡ 抗腫療効果は抗生物質投与 マ ウ ス群の平均生存日数と無投与対照群の平均生存日数
との比か ら得 られる延命率 〔I LS (%) - ( 投与マ ウ ス群の平均生存日数/無投与対照
群の平均生存日数 - 1) × 1 0〕 に よ っ て判定 したo
E hrlich 固型癌に対する発育抑制効果 : ICR系雌 マ ウ ス (体重1 9- 2 2g) 1群5匹
を用い , E hrlich 腫癌細胞 2× 1 0
6
c ells / マ ウ ス を マ ウ ス 親疎部皮下に移植した o 移植
2 4時間後か ら各抗生物質を 1日1 回連続5
.
日間静脈内に投与 した ｡ 移植後10日に腫療を
摘出し, 平均腰壕重量を測定して発育抑制率 〔抑制率 ( 形)- (1
一 投与 マ ウ ス 群の平均
腫蕩重畳/ 無投与対照群の 平均腫療重量) ×1 0 0〕 によ っ て抗腫療効果を判定 した o
7) 急性毒性試験
ddY 系 , 4週齢雄 マ ウス (体重1 9- 21g)1群7匹を用い , 各抗生物質を腹腔内また
は静脈内に 1回投与 し, 各投 与量 に お ける 7 日間の マ ウ ス 生残率 か らLitchfield-
wilc o x o n法4 4) に よ っ て 50% 致死量 : L D5｡値を算出した ｡
4 - 2 抗菌ス ペ ク トルならび に抗菌活性
M - 9 2抗生物質の 6種の 主成分は Table 1 3 に示したよ うに抗菌活性の 強さは異なる
が同じタイ プの抗菌ス ペ ク ト ル を示し, い ずれの成分にお い て もグラ ム 陽性菌と Neis s e
-
ria に対 して強い 抗菌活性が認 められた . また Table 1 4 に見られるように , V A
- 2 お
よびBN - 1は S. a u r e u sの L型菌およ び Myc oPla s m aに対して 強い活性を示したo 両
成分の L型菌に対する活性は親株に対する活性よりも強か っ た｡ M - 9 2抗生物質成 分の
中でV A- 2はすべ七の被検菌に 対して 活性が最も強く, グラム 陽性菌に対して は0･ 000OOl
- o. o o o lp 9/ml で その発育を阻止した ｡ Neis s eria に対して は0. 0 000 1- 0. 0 01 舶 /ml,
S
.
a u r e u sL型 菌 に 対 し て は 0. 0 00 1 5 6iLg/ml, そ し て , Myc obla s m aに 対 して は
o.o o o31 3- 0. 0 0 2jLg/Tnl の M ICを示した . また, グラ ム 陰性梓菌を含む諸種の グラム
陰性菌に対して も, その M IC は0. 01 5 6- 0. 0 313朔 /mlと強い 抗菌活性を示し, 諸種の
薬剤耐性菌に対して も感受性菌と同程度の活性を示した｡ 抗真菌活性も見い だされたが抗
菌活性に比 べ ると弱か っ た｡
v A- 2, B A- 4およびBN - 1 の抗菌活性に およぽす培地 pH, 接種商量ならび に血
清添加の影響を Table 1 5に示した ｡ 各成分の MIC値は培地の pH に よ っ て 影響され ,
ア ル カリ側で活性が弱ま っ た ｡ 抗菌活性にお ける影響の程度は酸性物質で あるV A
- 2お
よびB A - 4 にお い て顕著で あ っ た ｡ 各成分の 抗菌活性は接種菌真によ っ て影響をうけ,
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Table 1 4. Anti-i- fo rm a nd a ntimyc opla s m al a ctivity of VA- 2 and BM-I .
Te st o rga nis m Mediunl
C)･
MIC(pg/ml)
VA- 2 BN-i
S i=aphy乙o coccu8 au r,eu S 209 P JC- i
s taphyLoeo ee u 8 a uP eu S L
- PG- 41 2a)
VII 0, 000 625 0.06 25
VII 0. 0001 56 0. 31 3
言霊言霊冨至
o
o e
e
冨≡:…a
a u
i…:…[二E喜二2]22b) VI II 0. 0001 56 0. 031 3VIII 0. 0001 56 0.0 31 3
Mye opLa 8 m aPn eL m O nia eMac IX 0. 000 5 0. 06 25
物 e opLa 8 m aga乙Zis ep七ieu m Kp-1 3 I X 0.0001 25 0
･
.01 56
物 e op乙a8ma ga乙LiB ePtic w77 PG- 31 IX 0.0025 0. 031 3
Myeop乙asma pu之mo ni8 PG
- 22 I X 0. 0000 31 3 0.00 39
Mye opLa s ma mye oid@s I X 0. 007 8 l. 0
AehoLepLa 8m a乙aid乙a uii I X 0. 001 0.1 25
Aeho乙epLasm aLaid乙c uiiPG
-1 0 IX 0. 00 2 0. 25
a) stable L- fo r m str ain .
b) un stable L- fo rm str ain .
c) Mediu m VI I: Br ain hea rt infu sio nbroth s upple mented with 5o/D
NaCl, l o
o/. ho r s e s e r u m a nd lD/a ag
'
a r.
Medium VIII : Medium VII s upplem e nted with 5u ni ts/ml of PC- G(･Na)‥
MediurnIX : PPL Oaga r s upple m e nted wi th 20% ho rs e s e r u m a nd 1 0%
ye ast e xtr a ct s olutio n(25%).
接種菌量が多く なるに つ れて M IC値が高くなり, 抗 菌活性は弱ま っ た ｡ また培地中の 血
清添加に よ っ て影響され, 添加率が高い 程M IC値が高くなり, 抗菌活性は弱ま っ た｡
4 - 3 実験的感染症に対する防楽効果
s. a u r e u s mith株の 腹腔内感染マ ウ ス に対するM - 9 2抗生物質成分の 防禦効果を
Table 1 6に 示 し た ｡ 抗生物質 を腹腔 内に 投与 した場 合に は , VA - 2 の E D50値 は
0. 0 0 035mg/kg以下, その他の成分の ED50値はい ずれも0. 1 2 5mg/kg以 下で あり, 各成
分ともきわめてす ぐれた防禦効果を示した ｡ しか しながら, 他の投与 ル ー ト における効果,
すなわち, 静脈内 , 筋肉内または経口 的投与 ル - トで は い ずれの成分もその ED50値は腹
腔内投与に比べ て著しく高くなり, これらの投与ル ー トに よる各成分の 防禦効果はい ずれ
も弱ま っ た｡
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Tab一e 15･ Influ en c e of v a rio usfa ctdr s o nthe a nti ba cte rial activity
of M1 92c o mpo n e nts .
Fa ctor
M IC(ug/ml)
VA- 2 BA- 4 B N- i
pH 5. 5 0. 00001 56 0.01 O.00l
6.0 0. 00003121 0.02 0. 0 01
7. 0 0. 0000312 0.07 8 0.0 02
8.0 0.0 0025 0.625 0.0 078
In o c ulu m siz e 1 08 0.001 l, 25 0.25
1 07 0. 0 0O25 0.625 0. 031 2
106 0. 0000 31 2 0.078 0.0 02
1 05 0. 00001 56 0.039 0.0 01
l oヰ 0.00001 56 0. 039 0. 00 05
se ruma)(ro) o 0.0000 31 2 0. 078 0.0 02
1 0 0.00 5 0. 31 2 0.O15 6
25 0.0005 0. 625 0.031 2
5 0 0.001 2. 5 0. 062 5
a) Ho r s e sれ u m
Te st orga nis m : s faphyZoL30 eeu8 a uPe u 8 Snlith
ln o culum siz e e x c ept in o c ulu m effe ct te st : 1 06 cells/ml
Mediu m : Hea rt infu sio nbylOth
Table 1 6･ Prote ctiv e effect of ”- 9 2c o mpo n e nts in mic eintrape ri to n e ally
infe cted 叫iths taphyヱo e o e e u 8 a uT7e u BSmith.
Cornpon e nt
MIC
(u g/ml)
ED50(mg/kg)
a)
i . p. i .v . 'i. m . Pe r OS
VA- 2 b. ooo o1 6 <0. 00035 0. O1 3 0.7 >4
BA- 4 0..1 25 <0.125･ l.1 4 >20 >20
BA- 5 0.3 9 <0.1 25 >20 >20 >20
BN-l 0. 006 25 <0.125 4.4 17.6 >20
BN- 2 0. 031 3 ノ <0.1 25 >20 >20 >20
BN-3 0. 031 3 <0.125 >20 >20 >20
a) The anti biotic W as gl V en in a s l ngle do s e at l ho u rafte rinfe ctio n
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4 - 4 ‡弘互且 細胞に対する作用
HeLa S - 3細胞に対するM - 92抗生物質成分の殺細胞効果を Table 1 7 に示したo
各成分はい ずれも4jig/m】以上の濃度で HeLa S - 3 細胞を変性させ殺効果を示したo
VA - 2 は最も強い 殺細胞効果を示し, 細胞変性を示す最小濃度は0.001p良/皿1 であ っ
た ｡
Table 17･ Cytoto xic a ctivity of M- 92c ompo n ents
o nHeLa S- 3 cells .
Compo n e nt
Minim u mdegene rating c o n centration
(yg/ml)
VA- 2 1 0.001
BA- 4 4. 0
BA- 5 4. 0
BN-l 0. 25
BN- 2 l. 0
BN- 3 1. 0
Mediu m :Ea rleLs bala n ced s al ts olutio n c o ntaining 0. 1%
ye ast e xtra ct, 0. 5% lactal bu min hydr olys ate a nd
O･5olD Na2CO3, S upple m e nted wi th 20% fetal c alf
●
s e r u m a nd kan amycin (l oopg/ml)･
V A- 2 の HeLa S - 3細胞に対する増殖抑制効果を･ Fig. 6 に示した｡ VA - 2を作用
して 2 日後に細胞数を計測するこ とに より算出した増殖抑制率ほ無処理対照細胞数に対 し
て , V A- 2 , 0. 0 0 01p9/mi で 26.7夢抑制されたが細胞像 はばぼ正常で あ っ た . さらに
0
. 0 01および0. 0 1jLg/mi では1 0 0% 抑制され , 0.l u g/mi ではほとんどの 細胞は破壊さ
れた｡ なお , 0. 0 0 1および0.01iLg/mi にお い て細胞の変性が観察され, その主なもの は
巨大細胞お よび異常分裂像で あ っ た｡
ー 4 7 -
% Co ntr ol
く> VA- 2, 0･00 01pg/ml
ふ VA-2, 0.001 pg/ml
一 心 VA-2, 0 ･ Olりg/ml
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Fig. 6 . Effe ct of V A- 2 o n growth
Loga ri thnlic ally gy
.
o wing HeLa
bala n c ed s al ts olutio n.c o ntain l ng
2 3
Days
of ‖eLa S-3 c ells .
s:3 c ells(l.5 x 105)in Earle･s
0.1%ye a st e xtr a ct, 0.5% la ct-
al bu min hydr olys ate a nd O･5
o/o Na
2CO3, S up ple m e nted wi th 20% fetal c al f
se r u mand ka n a mycin (loopg/ml) w e r e added with diffe rent co n centra-
tio n s of VA-2 at the tim eindic ated by a n a r r o w a nd fu rthe rin c ubated
at 37oC. Nu mbe r of c ells wa s c ou nted e ver'y day.
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4 - 5 E hrlich 癌に対する杭腫療効果
Ebrlich 腹水癌に対するM - 92抗生物質成分の マ ウ ス 延命効果を Table 1 8 に示した｡
BA - 5を除い た 5成分に延命効果が認められ, 特にVA - 2 およびBN - l の効果が す
ぐれて い たo V A - 2は1 日1回連続5日間の腹腔内投与に より, 1. O mg/k9/dayで は春
作用を示 したが , 0. 5 - 0. 01 6mg/kg/day にお い て 1 0 0%以上の延命率 (ILS) が認
められた. B N - 1 は1 0mg/kg/day で は毒作用を示 したが , 5 - 1. 2 5皿g/kg/day に
おい て 1 0 % 以上の I LSが認め られた ｡
E hrlich 固型癌に対するM - 9 2抗生物質成分の癌発育抑制効果を Table 1 9 に示した.
BA - 4を除い た 5成分に癌発育抑制効果が認 められ, 腹水癌に対する効果と同様に VA
- 2 とB N - 1 の効果がす ぐれ て い た . V A- 2は 1 日1回連 続5日間静脈内投与した場
合 , 1.O mg/kg/day で は毒作用を示したが , 0. 5 - 0.1 2 5mg/k昏/day にお い て 50%
以上の 癌発育抑制率が認め られ たo B N - 1は 2 0mg/kg/day で は毒作用を示 したが ,
10 - 2. 5 m9/k9/day に おい て 50%以上の 癌発育抑制率が認められたo
4 - 6 急性毒性
M - 9 2抗生物質成分の マ ウ ス における急性毒性の 成績を Table 20 に示した ｡ VA -
2は最も強 い毒性を示し, その腹腔内または静脈内1回投与に よる L D50 値 は それぞ れ
1.9およ び1. 8 mg/kgであ っ た o BA - 4およびB N- 1は静脈内投与 に お い て それぞれ
43. 5お よび9 1mg/kgの L D50値を示したもの ゝ , 腹腔内投与で はい ずれも1 0 0mg/kgで
あ っ た. B A - 5, B N- 2およ びB N - 3は腹腔内および静脈内投与ともに10 0恥/態昏以
上の LD50値を示 し, VA - 2 を除く成分の毒性は比較的弱い もの で あ っ た ｡
4 - 7 要約ならびに考察
M - 92抗生物質の 6種の主成分はその 抗菌 ス ペク トル が類 似して おり, グラ ム 陽性菌
および Neis s e ria に対 して強い抗菌活性を示 した . V A - 2およ
･び BN - 1ほ S. a u r e u s
から誘導したL型菌に対して強い 抗菌活性を示 した｡ そ の 抗菌作用は雑株に対するよりも
強く発現した ｡ こ の こ とはこれらの 抗生物質がL型菌にお い て , 細胞壁が除去され たこと
に より抗菌作用の 標的部位に より直接的に作用 しやすくな っ た ことを示して おり, さ らに
S. a u r e u sに対する作用部位は細胞壁以外に あることを示して い る o
V A- 2
,
BA - 4およびBN - 1の S. a u r e u sに対する抗菌活性は培地pH , 接種菌
- 4 9･-
Table 18. E ffe ct of M- g2c o mpon e nts o n Ehrlich c a rcin o m a(as cite s fo rm).
Compo ne nt
D.s e
a) Mea n s u rviv al ILSb) 610-_day
(mg/kg/day) day (
oL) S u r vi vo rs
VA-2
l. 0 17. 3 2l. 0 0/5
0.5 >57. 0 >29 8.6 4/5
0. 25 >44･.2 >209.1 l/5
0.1 25 >43. 8 >206. 3 l/5
0.063 >4 7.0 >228. 7 l/5
0. 031 34. 2 139. 2 0/5
0. 01 6 30. 2 lll. 2 0/5
0. 008 1 7. 6 23.1 0/5
BA- 4
1 0 >44. 4 >21 0. 5 2/5
5 35. 2 1 46. 2 0/5
2. 5 2l. 6 5l. 0 0/5
BA- 5
1 0 1 9. 2 34. 3 0/5
5 22. 4 56. 6 0/5
BN_1
1 0 30. 0 l og. 8 0/5
5 >51. 8 >262.2 3/5
2. 5 >48.8 >24l. 3 2/5
l. 25 Z8. 6 一oo. 0 0/5
0.63 2l. 6 5l. 0 0/5
BN- 2 ､
10 ■>48. 6 >23g. 9 2/5
5 26. 0 81. 8 0/5
2. 5 1 6.
.6 1 6. 1 0/5
BN- 3
10 >48. 8 >24l. 3 2/5
5 ■37.5. 1 62. 2 0/5
2.5 20. 4･ 42. 7 0/5
”on - tr e ated. 14. 3 0.0 0/5
As cite s cel ls (10
6
) of Ehrlich c a rcin on a w e reintrape riton e ally
in o culated into female I CRmice.
a) The antibiotic w asintr ape ritQ n e ally administe r ed o n ce daily
-
fo r5 days , stating 24 ho u rs afte r the in o c ulation･
b) ILS(i) = ( m ea n surviv a一 day ､in the tr e ated gr o up/m e an
su r viv al day in the n on- trte ated gr o up - 1) x 一oo.
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Table 19. E ffe ct of ”- 92co mpon e nts o nEhrlich c a rcin o m a(s oli dfo r m).
Compo n e nt
Do s e
a)
Me a n of
tu m o r w eigh t Inhi bi tio n r atio
b)
(mg/kg/day) (g) (%)
VA-2
l. 0 To xic(5/5)
C･)
0. 5 0.03 98.7
0.25 0.ll 9 5. 3
0.]25 0.55 76.6
0.06 3 l. 37 41.7
0. 031 l. 81 23. 0
BA- 4
20 To xic(5/5)
1 0 2.28 3.0
5 2.32 1･ 3
BA-5
20 l.61 3l. 5
1 0 l. 87 2 0. 4
5 l. 91 1 8. 7
BN-i
20 To xic(5/5)
1 0 0. 27 88.5
5 0. 7l 69.8
2.5 0. 96 59.1
l. 25 l.78 24.3
BN-2
20
1 0
l. 38
0..84 孤:∃
5 l.98 1 5. 7
BN- 3
20 l.59 32.3
1 0 l.98 1 5.7
5 l.93. 1 7. 9
Non- tre ated 2.35 0. 0
As cites cel ls (2 x 10
6
) of Ehrlich c a r cin o m awe ,e s ubc uta n e o u sly
implanted into fem ale I CRmic e.
a) T he a nti biotic w a sin七ra vene ously administe red o n c edaily fo r
5 days , sta rting 2 4 hou rs afte r t he
/implantatio n.
b) Inhibitio n r atio(%) - (1 - m e a ntum or W eightof the tre ated
gr o up/m e antu m o r w eigh tof the n on- tr e ated gro up) x 1 0 ･
c) The figu r e sin the pa re nthe sis = n u mbe r
～ of died mic e/ n umbe r of
mic e us ed.
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Table 2 0. Ac ute to xici ty of ”-9 2-.co mpo n e nts in mic e.
LD
50(mg/kg)
co mpo n ent i･ p･ i･ v .
VA-2
BA- 4
BA- 5
BN-1
BN-2
BN-3
1. 9
>10 0
>1 00
>1 00
>1 00
>1 00
1. 8
43. 5
>1 00
91
>1 00
>100
Obs e r v atio n pe riod : 7 days
calc ulatio n :Litchfiel d- uilc o x o n
l
s m ethod
量および培地中の血清添加に より著 しく影響された o こ の 結果はM - 92抗生物質の 生物
活性が諸種の因子によ っ て影響をうけやすい ことを示 して おり, 例えば s. a u r e u sSmith
株 の 腹腔 内感染 マ ウ ス に 対 する 防禦効果 が抗生物質 を腹腔内に投与した場合に 強く,
他の投与ル ー ト で はその効果が著 しく弱くなる ことと関連すると思われ る ｡ 抗生物質の腹
腔内投与は腹腔内感染 した菌 には直接的に抗菌作用 を示すことが 出来るが , 他の投与 ル ー
トで は抗生物質が マ ウ ス 体内に移行し, 感染部位に到達 して は じめ て作用 するこ とが 出来
る. M - 9 2抗生物質成分の マ ウ ス in viv o にお ける抗菌作用 の効率の 悪い 理 由として ,
ヽ
in vitro にお い て それらの抗菌活性が血清添加に よ っ て著しく阻害をうけたこ とか ら, M
- 9 2抗生物質が マ ウス 体 内に入り感染部位に到達する以前に マ ウ ス 体内成分に よ っ て そ
の抗菌活性が阻害される ことがその原因の 一 部に あげられる .
M - 9 2抗生物質の 6種の 主成分は HeLa S - 3細胞に対 して強い殺細胞効果を示 し,
Ebrlich 腫蕩細胞に よる腹水癌およ び固型癌の い ずれに対して も抗腫療効果 を示す こ と
を認めたo これらの成績は本抗生物質が強い抗菌活性の みな らず強い 抗腰痛活性をもつ 抗
腫疹剤と しての適用を示唆してし
,
' る. すぐれた抗腫癌効果を示したVA - 2およびBN - 1
の化学療法係数 (LD5｡ 値/ 最小有効量)を静脈内投 与に よる マ ウ ス 急性毒性から求める
と次の 如くで ある o Ek lich 腹水癌に対して 100%以上の延命効果を示す最小有効量 は
V A- 2が 0.0 1 6mg/kg/day, BN - 1が 1.25mg/kg/day で あり, E hrlich 固型 癌
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に対して 50%以上 の発育抑制効果を示す最小有効量は VA - 2が 0.1 2 5mg/kg/day, B
N - 1が 2. 5mg/kg/day で あるo
一 方, L D50 値はV A- 2が 1. 8mg/kg, B N- 1 が
91mg/kgで ある . 腹水癌にお ける化学療法係数はVA - 2 が1.8/0. 0 1 6- 1 1 2. 5, BN -
lが 91/1.2 5- 72. 4 と高い 値が得られ , また両者の抗腫蕩効果の安全域に差が認め られ
なか っ た ｡ 静脈内投与により治療した固型癌における化学療法係数 は V A- 2 が 1. 8/
o.1 2 5- 1 4. 4, BN - 1が 91/2. 5 - 畠6. 4 となり , 両成分と もその 係数は小さくな っ た
がB N - 1 の方が VA - 2 よりも安全域の 大きい 抗腫療効果を示すもの と考 えられるo
さ らに , 各成分の 生物活性を マ ウ ス に おける急性毒性と対応させ ると, N群成分, とく
に BN - 1 ほB A- 4よりもin vitro で 強い 抗菌活性 (Table 1 3) を示し, 抗腰湯効果
がすぐれて い る (Table 1 8およ び1 9) ことから, BN - 1の 方が BA - 4 より も強 い
生物活性を示す成分と考え られるが , マ ウ ス 急性毒性の結果 (Table 20) か らBN - 1
の毒性はB A - 4よりも弱い ことが注目さ れる o また , BA - 4 の in viu o で の 作用の 特
徴は次の ことからも示される . T able 1 6に示されて い る ように , N群成分の in vl
r
iro
で の 抗菌活性はB A- 4の それ よりも強い が , B A- 4 の静脈内投与に よるin viv o で の
抗菌活性, すなわちE D50値はN群成分の それよりも小さく, BA - 4 はN群成分に比 べ
て , in viv o にお い て よりすぐれ た効果を発現して い る.
M - 92抗生物質成分の in vitro およびin viv o の作用 に お け る これらの 結果は本抗
生物質の A群成分と N群成分の生物活性にお ける差異を示 して い る｡ これらの成分の化学
構造上の特徴を明らかに し, 諸種の生物活性との相関性を追求 して い くことは優れた選択
毒性を示す抗生物質の探索に有益な辛がかりを与え るもの と思 われる 0
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第 5章 M - 9 2抗 生物質V A - 2 成分 の 殺菌機序
序
M - 9 2抗生物質はすで に第4章で 述 べ た よう に強い 抗菌活性な らびにすぐれた抗腫療
効果を示 した4 0) o M - 9 2抗生物質の 6種の 主成分の うち, VA - 2成分は最も強い 生物
活性を示 し, その 抗菌活性は諸種の グラ ム 陽性菌に対して寒天希釈法で測定した最小発育
阻止濃度が 0. 00 0 0 0 1- 0.00 0 1鵬 / mlと い う驚異的な もの で あ っ た｡ V A- 2 成分の こ
の ような強い 活性はV A- 2 の 抗菌作用における化合物と細菌細胞との 問の 相互関係な ら
びに その 作用機序を研究する興味の対象にな っ た ｡
本章で はV A- 2成分の StaPhylo coc cu s a ur eus および Es cherichia c oli に対する殺
菌機序に つ い て論述する ｡ 殺菌機序を検討するに当 っ て , VA - 2 の殺菌作用に お い て 見
い だされ た作由温度に影響をうける抗菌様式を各種抗生物質に つ い て 試験 した ｡ その結果,
v A- 2と同じ様式を示 した抗生物質の 中か ら , キノ ン構造をもつ 化合物で あり, 抗菌活
悼, 抗腰痛活性お よび マ ウ ス に対す.
る急性毒性 (LD50値) な どの 生物活 性に お ける性状
が VA - 2と類似して い るこ とか ら マ イ ト マ イ シ ンC 4 5, 46, 4 7) を選び, V A - 2 の 殺菌
l
作用 の性状を比較した ｡
5 - 1 実験材料ならびに方法
1) 抗生物質および試薬
VA - 2 は少量の ジメ チ ル ス ル ホ キサ イ ドに溶解 し, 滅菌蒸潜水で希釈 して 用い た ｡ 反
応液中の ジメ チ ル ス ル ホ キサ イ ド濃度 は最高 5%と し, 5% ジメ チ ル ス ル ホ キサ イ ドは試
験菌の発育性に影響しない こ とを確めた ｡ マ イ ト マ イ シ ンC お よびその他の 各種市販抗生
物質は注射用またはカ プセ ル製剤を用 い , グリ ゼオ ルテ ィ ン B は微生物化学研究所前田謙
一 博士より分与をうけた ｡ その 他の試薬は市販特級品を用 い た｡
2) 試験菌お よび菌の洗瀬
試験 菌と して , Staphylo co ccu s a u re u s209P JC - 1お よ び Eschcrichia colt
N I HJ JC - 2 を用い , 2倍濃度の ニ ュ トリ エ ン ト ブ ロ ス(Difc o, 2 NBと以下略)中,
37℃で振渡培養し, 対数増殖期の 菌液 (OD600n m - 0. 2)を実験 に供 した o 菌の 増殖は
6 0 0nm に おけるO Dに より測定した. 生菌数は試料を 0.9% 生理食塩液で適宜希釈 して 2
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NB寒天申で 3 7℃ , 18時間培養 し, 生育した菌集落数により測定した . VA - 2 を処理
した細菌細胞の洗准は操作中に起るV A - 2 の作用 を避 ける よう工 夫した｡ 試料を直ちに
水冷 したリ ン酸緩衝塩液 〔0. 1 1 5% Na2 HP O4 , 0. 02%KH2 PO4 , 0.8%NaCl お よ
ぴ0. 0 2%K Cl (pH 7. 2) : P B S と以 下略〕 で 1 00倍 に希釈し , 冷却遠心に よる洗聴
を 3回くり返 した｡
3) 最小発育阻止濃度 (MIC) お よ
■
び最小殺菌濃度 (M BC) の測定法
抗生物質の M IC およびMBC は2N B による 2倍系列液体希釈法に より測定 した｡ 各
接種菌量にお けるM IC は37℃ で 18時間培養 して測定 し, M BC はM ICを測定した培養
液を抗生物質を含まない 2 NB寒 天平板に - 白金耳づ っ 塗布し, 平板を37℃, 1 8時間培
養したの ち , 平板上に菌の 生育しない 培養液の 最小抗生物質濃度をMB C とした｡
4) 2 , 4 - ジ ニ ト ロ フ ェ ノ ー ル 共存下で の V A1 2 の殺菌作用
細菌細胞を 2N B中で対数増殖期ま で生育させ, 抗生物質および2, 4 - ジ ニ ト ロ フ ェ
ノ ー ル (DNP) を添加して さらに 37℃ , 1時間培養 し, 生菌数を測定した｡ V A
-
- 2と
接触した S. a u r e u s細胞に対する試験で はVA - 2 を作用 させ た後, 種 々 の 時間 に試料
を取り出し, DN P を1 0m M に なるように添加して さらに培養し, 生菌数を測定した ｡
5) V A- 2を作用した細胞の トリプシ ン処理
S･ a u re u s細胞を 2NB 中で対数増殖期ま で生育させ , V A - 2 ( 最終濃度, 0,00 1p宮
/ml) を加え て作用した後, 種々 の 時間に試料を取り, その 後の V A- 2 に よる殺菌作用
を避けるため 直ちに水冷した 5 0mM トリス (ハ イ ドロ オキ シ メ チ ル) ア ミノ メタ ン ー 塩
酸 (Tris - HCi) 緩衝液, pH 8. 0を用 い て 1 0 0倍に希釈 したo さ らに 5 喝 / mlト リ プ
シ ン溶液 (5 0m-M Tris - H Cl緩衝液, pfI 8. 0 に溶解) を加えて 1 0倍に希釈し, 37
℃で 3 0分間 トリプシ ン処理反応を行 っ た Q 反応液を適宜希釈 し, 生菌数を測定 した｡
5 - 2 V A- 2成分 の細菌細胞増殖に対する作用
S. a ure u s の生菌数におよぼすV A - 2 の効果は Fig. 7(A)に示した｡ 対数増殖期の
S. a u r eus 細胞に V A- 2を0. 1 鵬 /ml (最終濃度) 添加すると急速に生菌数が減少 し,
,0. 0 1p g/miで は徐々 に減少した｡ 0. 0 0 1鵬 /mlで は菌数 は減りも増えもせず, こ の 濃度
で処理 した細胞を洗赦し, 新鮮培地に移して培養すると1時間後に は正常な増殖を示 した
ことか ら, V A - 2 の この濃度に おける作用は静菌的で ある ことが示唆された. さらに ,
F ig. 7 (B) に示 したように菌の 濁度に よ っ て測定 した菌の増殖曲線 は0.000 1鵬 /ml
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. Ef fe ct of VA-2 o n viability(A) a nd gro wth(B) of s. a u r,e u 8.
Expo n entially gr o wing s･ au p e u s209P JC-1 (OD
600n m
≡ about O･2,
-o7 - 1 08 c ells/ml)in do uble stre ngth nutrient broth(2N B) we r e ad ded
wi th di ffe re nt c o n c entr atio n s of VA-2 at t he tim eind icated by an a r r ow
a nd fu rth'e rin cubated at 37oC .
で ははぼ正常であり, 0. 0 01JLg/mlおよび o. 01鵬 /mlで は1時 間後まで わずか に抑制さ
れたもの ゝ , その後4時間まで は停止またはわずか に減少する傾向で あ っ た｡ 細胞が完全
に殺菌され る濃度, 0.1 軸 /ml にお い て さえ4時間後まで は歯度の顕著な減少は見られず
VA - 2 の作f削ま殺菌的で あるが溶菌的で な い こ とが推察さ れた o
同様な結果が E . c oli にお い て も得られた . Fig. 8(A)に示 したように , 1. 0 鵬 /ml
で は急速な生菌数の減少が起り, 0.1 鵬 /ml では徐々 に減少した . また, 凍度で測定 した
結果か ら1. 0 鵬/皿1 ではOD値は減少せず溶菌が起 っ て い ない ことも明らか で あ っ た〔Fig.
8(B))I . Fig. 9 に示 し た顕微鏡 に よる観察で は, 0. 01および 0.1pg/mi 濃度 に お い
て E. c oli細胞の 伸長化が見られ, 殺菌的に作用する1.0 鵬 /ml でさ え も菌の 生育 して
い た時点に は細胞が伸長化しノ て い たこ とが示された ｡ 細菌細胞の 伸長化作用 は細胞壁また
はDNA の合成阻害に - 次作用点をもっ 抗生物質にお い て 一 般的に観察され て い る 4 8) o
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Fig･ 8･ Effect of VA-2 on viabi=ty(A) a nd gr o wth(B) of E. e o乙i .
Expo n e ntially'gro wing E･ e o乙i NIHJ JC-2(OD
600n m
- abo ut O･2,
107 - 10
8
c e” s/ml)in do uble stre ngth nutrient broth(2NB) we re added
with di f fe r ent c o n c entratio ns of VA1 2 at the tim eindic ated by a n a rro w
a nd fu rther inc ubated at 37oC.
5 - 3 V A- 2成分の 殺菌作用におよぽす培地および温度の影響
V A- 2 の 殺菌作用 にお よぼす培地およ び作周温度の 影響を初めに S. a u r e u sで試験 し
た . V A- 2 の 2N B中, 37℃で の S. a u r e u s細胞の 増殖に対する作用を Fig. ユ0(A)
-
a に示したo V A- 2 は細胞の 増殖出来な い条件, す怒 わ ちP B S中, 37℃ で作用させ
た場合 〔F ig. 1 0(A)
- b〕 にお い ても増殖条件の場合 〔F ig. 1 0(A)
-
a〕 と同様
の殺菌効果を示 した o しか しなが ら, 2NB中, 0℃で作用した場合に は F ig. 1 0(A)
- c に示したように , い ずれ の VA - 2濃度におい ても生菌数 の顕著 な減少は見られ な
か っ た . この ように , VA - 2 のS. au r eu s に対する殺菌作用は細胞が増殖中か また は
非増殖中にあるか にはか ゝ わ らず作用温度 により影響をうける温度依存型の作用を示した｡
V A- 2 の E. c oli に対する殺菌効果の 温度依存性は F ig. 1 0(B) に 示 したように ,
S. a u r e u sの 場合と同様で あ っ た ｡
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Fig･ 9･ Effe ct of
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S･ aur,e u 8209P JC-l a nd a. e o乙i NIHJ JC-2 c ells gr ow nto the e xpo n e ntial
phas ein 2NB w e r etr e ated with diffe r e nt c on c e ntr atio n s of VA-2 in the
follow l n9
(a)
(b)
(c)
in c ubating c o nditio ns:
In c ubatio n with VA-2 in 2NB, at 37
oC.
Expon entially gr o wing c ells w e r eha rv e sted, w a shed o n c e with c o一d
PBSto o rigin al v olum e a nd fu rthe rin c ubated with VA-2 at 37
oC.
Cultu r es w e r e chil led in ic e- w ate r, added with VA-2 a nd kept
sta nding at O
oC.
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5 - 4 各種抗生物質の殺菌作用 におよぽす培地および温度の 影響
5 - 3 で 見 い だされたVA - 2 の殺菌効果にお ける顕著な作用温 度の 影響が 他の 抗生物
質の殺菌効果におい て観察されればVA - 2 の殺菌機 序を理解するうえで 参考になると思
わ れた｡ そ こで , 各種抗生物質を用 い て 同様の実験を行な っ た ｡ 13種の 抗生物質 , すな
わちア ク チノ マ イ シ ン D , ブ レオ マ イ シ ン , ダウノ マ イ シ ン , グリゼオ ル ティ ンB, マ イ
ト マ イ シ ンC
,
ナ リ ジ車 シ 酸, リ フ ァ ン ピ シ ン, ク ロ ラ ム フ ェ ニ コ ー ル , ゲ ン タ ミ シ ン ,
テ トラサ イ クリ ン , コ リ ス チ ン , ポ リミ キシ ン Bおよ びア ン ピ シ リ ン に つ い て 試験 した結
果を Fig. 1 1に示 した｡ 試験 した各種抗生物質の被検 菌と して は各抗生物質の抗菌 ス ペ
ク ト ル に応 じて S. a u r e u s2 09 PJC - 1または E. c olt N IHJ JC - 2 のい ずれか
を選んだ｡ 用 い た薬剤濃度は被検菌に 対する各抗生物質の M I Cの 2 - 8倍濃度 を そ れぞ
れ の殺菌効果に応 じて選んだ o VA - 2と叛似の殺菌様式, すなわち2NB中37℃(a)
およびP BS中 3 7℃(ち)で 殺菌するが , 2NB中0℃(c)では殺 菌 しない 様式を示 した
抗生物質は グリゼオ ル テ ィ ン B , マ イ ト マ イ シ ン C , コ リ ス チ ン および ポリミキ シ ン Bの
4種であ っ た ｡
さ らに , 各種抗生物質を(a), (b)および(c) の条件 下で 4時間ま で作用 して 得 ら
れた抗菌活性か らこれ らの 抗菌様式を分類 したと ころ, T able 2 1 に示したように 3種の
様式に分類する ことが出来た ｡ 静菌型 はいずれの条件下に おい て も殺菌効果を示さず細菌
の増殖を阻害する様式で あり , アクチ ノ マ イ シ ン D , ク ロ ラ ム フ ェ ニ コ ー ル お よびテ トラ
サイクリ ンが これに属 した ｡ 殺菌 - 1型は(a)条件下, すなわち増殖状態に ある細胞に作
用するときにのみ殺菌効果を示す様式で あり, ブ レオ マ イ シ ン , ダウノ マ イ シ ン , ナリ ジ
キシ 酸, リ フ ァ ン ピ シ ン , ゲ ン タ ミ シ ンがこれ に属 した o V A - 2と同じ様式を示す殺菌
- 2型は(a)およ び(b)条件下で , すなわち細菌細胞が増殖状態に あるか非増殖状態に あ
るか にはか ヽわ らず37℃で作 用すると殺菌効果を示す様式で あり, グリ ゼオ ル ティ ン B,
マ イ ト マ イ シ ンC , コ リ ス チ ン および ポリ ミキ シ ン B が これに属 した ｡
供試抗生物質の すで に知 られて い る 一 次作用点49)を 5 つ の群に 分類 し, それ らの抗菌
様式と対応させ た. Table 2 1 に示したように , 静菌型 および殺菌 - 1型の 抗生物質はそ
れ らの - 次作用点との 間に特徴的な繭適性を見い だす ことは出来なか っ たが , 殺菌 - 2型
で は DN A合成に阻害作用 を示す抗生物質お よび細菌細胞膜に 障害を引き起す抗生物質が
属した ことは注目された ｡
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Table 2l･ Cla s sific atio n of a ntibiotic s ba s ed o nte mpe r atu r e effe ct
in displayl ng a ntiba cte rial activity
Anti ba cte rial a ctivity Anti biotic Mode of a ctio n
d)
Ba cte rio static
a)
Ba cte rici dal ty pe l
b)
Ba cte ricidal ty pe 2
C)
Actinomycin D
Chlora mphenic oI
Tetracyclin e
Ble o mycin
Da u n o mycin
Nalixic a ci d
Ri fa mpI Cin
Ge nta micin
Ampicillin
Gris e olutein B
Mi tonycin C
Colistin
Polymixin B
I a nd II
II I
III
Ⅰ
Ⅰ
Ⅰ
ⅠⅠ
ⅠⅠⅠ
IV
I
I
V
V
a
b
C
d)
Sho wing n o ba ctericidal effect
Sho wing ba cte rici dal effe ct at
Showing ba cte rici dal ef fe ct at
but n o at OoC.
in a ny c o nditio n.
37oC o nly in 2NB.
37
o
C in 2N Ba s w ella sin PB S,
I : Inhi bi tio n of DNAsynthe sis
II: Inhi bitio n of RNAsynthe sis
Ill: Inhi bitio n of pr otein synthe sis
IV: Inhi bitio n of c ellw allsynthesis
V : Inte rfey･e n c e withcytopla srnic m e mbra n e
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5 - 5 V A- 2成分 の殺菌作用 における温度依存性
F ig. 12ほ S. au71eu S に対するVA - 2 の殺菌効果にお ける温度の影響を詳しく調 べ
た結果で あり, 作用温度が高くな るに つ れて VA - 2 の殺菌効果は強く現われた ｡
VA - 2 の殺菌作f馴こおける温度の影響 がどの ような段階で 示さ れ るか をさらに詳しく
検討するため , S. a u r e u s細胞を 37
o
Cまた は0℃で V A - 2 に 5分間接触させた場合の
効果に つ い て試験した . 各温度で 5分間 , VA - 2 に接触させ た S. a u re u s細胞 を冷 却
遠心 によりPBSで 3回洗催 した ｡ 次に , それぞ れを新鮮培地に 移して 37℃ で培養した後,
生菌数に より細胞の損傷を試験 した . Fig. 1 3に はその新鮮培地で培養した S. a u r e u s
細胞の 生菌数の変化を示した ｡ 試験した VA - 2濃度で は処理温度に よる生菌数の ちがい
は次の新鮮培地で の 培養に おける開始時点に見られたのみ で , 1時間以降の生菌数は処理
した温度に は関係なく同じ レ ベ ル に な っ た｡ 培養開始点に見 られる温度効果のちが い は ,
S･ a u r e u s細胞とV A- 2との 5分間の 接触に よ っ て37℃で はすで に 細胞損傷が起 っ て
おり, 0℃ で ははとんど起 っ て い なか っ た ことを示してい る｡ しか しながら, 新鮮培地中
37℃ で培養する ことにより1 時間以 降に は, 0℃で 5分間V A- 2と接触 し, 洗練した
細胞の 生菌数は 3 7℃で 5分間接触した細胞と同じ レ ベ ル にまで その生菌数が減少 した ｡
これ は0℃で の接触にお い て結合または吸着 したV A- 2が 洗聴操作に よ っ て除去されず
に次の 3 7℃の培養にお い て細胞損傷を引き起したことを示 して い る｡ さ らに , V A- 2
が S･ a u r e u s細胞に結合または吸着する能力は0℃と 3 7℃で 同じ レ ベ ル で あることを示
して おり, こ の結合または吸着の段階は温度に 非依存的に起る ことを示して い る0
5 - 6 V A- 2成分の殺菌作用におよぽす接種菌畳ならびに細胞漉度の影響
VA - 2 の穀菌作用を特徴づけるために , 5 - 4 で述べ た殺菌様式がV A- 2と類似 し,
また , 化学構造お よび生物活性の性状が V A- 2と類似する マ イ ト マ イ シ ン C を選び, 以
下の実験で はその 殺菌作用の 性状を比較した｡
Table 22 にS. a ure u sおよび E. c oli の接種菌真にお けるV A - 2と マ イ ト マ イ シ
ン Cの M ICおよびM B C値を示 した ｡ V A- 2 のMIC お よぴM B Cは菌量に よ っ て 顕著
に影響されたが, マ イ .卜 マ イ シ ン C はは とん どその影響をうけなか っ た ｡
さらに , 両者の 性状を増殖曲線 へ の影響によちて確か めた . F ig. 14 に S. a u r e u sの
細胞濃度にお ける両抗生物質の効果を示 した｡ V A- 2 の 0.0 0 1鵬 /mlを作用させた場合
2.8 ×108 cells/皿1 でははとん ど殺菌効果が見られない が , 2.9 × 1 0
7
cells/ml では 1
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of VA- 2.
Tw e nty ml aliqu ots w e r e wi th dra w nfr onlthe e xpo n e ntially
gr o w lng C ultu re of s･ a u Te u 8209 P JC- i in 2N B
, a nd
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VA- 2.
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Influ e n c e of te mpe r atu y.e in puls etr eatm e nt wi th
Twe nty ml aliqu ote s w e r e wi thdr awn fr o mthe e xpo n e ntially
gro wing c ulture of s . a u p e u B209P J C-i(3. 6 x 1 07 c ells/ml)
in 2 NB. The c ultuy･e sto be tr･e ated at OoC wer e chilled
quick■1y in a nic e- w ate rbath, added wi th dif fe r ent c o n c e ntra -
tio n s of VA- 2 a nd allowed to stand fo r5 min ute s at OoC
,
l
whilst in othe r c ultu r e str e atment w e r e c a r rieか o ut at 37oC.
A fte r5 min ute s of laps e, c ells w e r eim m ediately diluted into
1 0volu m e s of col d PBSa nd the n ha rve sted by c entri fugation
at 4oC. Afte r3 tim es of w a shing withc ol d PBS, c el ls w e r e
s u spe nded in the fr e sh mediu m a nd in cubated at 37
oC.
Sa mple s w ey
l
e take n at inte r v als a nd plated fo r s u r viv o rs.
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Fig. 14. Co r r elatio n of ba cte ricidal a ctivities of VA- 2(A) a nd mito mycin
C(B) wi thCellc o n c e ntratio nin cul tu r e s.
Expo n e ntially gr o wうng sj a u p e u 82 09P JC-l c ells (3.3 x 1 0
7
c e一ls/ml)
in 2NBw e r eha r v ested by c entri fugatio n. Cells w e re su spe nded in the
fr e sh m ediu mto giv ediffe re nt c ellc o n c e ntration s, Afte rin c ubatio nfo r
30min ute s at 37
o
C, 20ml aliqu ots w e re withdra w nfrom e a ch c el ls u spe n sio n.
The n, the c ellsLu SPe n Sio n s w e r e added wi th O･001pg/ml of VA-2 o rO･78
I)g/ml of mito mycin C, a nd duplic ate s a mple s without a n a ntibiotic w e re
s e r v ed a s c o ntr ol. Af te rin c ubation at 37oC, s a mple s w e r etaken at
indic ated tim e s, a nd plated fo r s u r viv o rs.
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時間後に約1 1og, 4. 0 × 1 0
6
c ells /mi では約31ogs , そ して2.2 × 1 0
5
c ells /ml では
4 1ogs 以上は菌数が減少 し, V A- 2 の殺菌 効果 は細胞濃度が低い程強くあ らわれた ｡
一 方 , マ イ ト マ イ シ ン C を作用させ た場合, い ずれの細胞濃度で も生菌数の減少は 2 - 3
1ogs であり, その殺菌効果は細胞濃度に よ っ て影響されなか っ た｡
5 - 7 V A- 2成分 の殺菌力イネテ イクス
VA - 2および マ イ ト マ イ シ ンCの 殺菌力 イネテ イ ク ス を比較検 討する に当り, 作用濃
度と して 対数増殖期の細胞 (約1 07 c ells /ml) を 1時間以内に約 21ogs 減 少さ せ る薬
剤濃度を選んだ . 対数増殖期の S. a u r e u s細胞に VA - 2 の0. 0 0 1鵬 /ml(最終 濃度)
を添加すると , Fig. 1 5 に示したよう に, 菌数の減少は直ちに起り, 約 2 0分後に はそ の
減少が停止すると いう 二相性の カ イネテ イ ク ス を示 した ｡ これに対 して , マ イ ト マ イ シ ン
C は15 - 20分の短か い 1ag 期を経て菌数ほ直線的に減少する - 相性のカイ ネテ イ クス
で あ っ た ｡
また, VA - 2 のS･ a ure u s細胞に対する殺菌作用 は Fig. 1 6に示したように , VA -
2 の濃度を横軸に , 生残率を縦軸に プ ロ ッ トすると直線となり薬剤分子と細胞の濃度関係
として はい わゆる single - hit カイ ネテ イ クス を示 した ｡
5 - 8 V A- 2成分 の殺菌作用におよぽす 2 , 4 - ジ ニ トn フェ ノ - ル の影響
5 - 5 にお い て述べ たように , V A - 2を S. a u r e u s細胞と 5分間接触 した後, 洗瀕 し
て細胞を新鮮培地に移して 3 7℃で培養し, 細胞の損傷を試験した結果, 0℃ の 接触 で は
不可逆的な損傷をうけて い なか っ た細胞が 3 7℃で 1時間以 上培養するこ とに よ っ て死滅
することが 明らかに な っ た (Fig. 1 3)o こ の こと はV A- 2 が細菌細胞 に結合ま たは吸
着する段階は作用温度に依存 して お らず, 不可逆的な細胞損傷は作用温度に依存するとい
う少なくとも二 つ の段階を経て殺菌作用 を発現する機序を示唆して い る｡ こ のよ うな二 つ
の段階を経て殺菌作用を発現する機構は多くの バ ク テ リオ シ ン分子と標的細菌との 関係に
おい て知られて い る5 0, 5 1･ 5 2)o･バ クテ リオ シ ン の 殺菌作用に は代謝 エ ネ ル ギ ー が必要と
され ており, 多くの バ クテ リすシ ン の殺菌作用は酸化的リ ン酸化共役剤で ある 2 , 4 - ジ
ニ ト ロ フ ェ ノ ー ル (DNP) に
,
よ っ て ブ ロ ッ クされる5 3, 54). そ こ で , V A - 2 の温度 に
依存 した二段階作用機構を理解するために , DNPがV A - 2 の 殺菌作用に影響を およぼ
すか どうかを試験した｡ S. a u r e u sおよ び E. c oli細胞 に対するVA - 2 なら び に マ イ
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ト マ イ シ ン Cの殺菌作用 におけるDNP の効果を Table 2 3 に示した｡ DNP の 10 m M
および1 m M はS. a u r e u sに対して それ単独でもわずか なが ら生菌数を減少させ たもの
の
,
これらの濃度で V A - 2綻よ る生菌数の 減少を明らか に阻害しており, そ の効果 は10
m M におい て顕著で あ っ た. E. c olt .Gこ対して もDNPは 1 m M でV A- 2 の殺菌作用を
阻害した o V A- 2 はDN Pと37℃ で 1時間前処理 して もV A- 2 それ自身の 殺菌活 性は
影響をうけない ことから , DN P が V A- 2 の殺菌活性を低下させたための 現象と は考え
られ ない ｡
一 方 , マ イ ト マ イ シ ン Cの殺菌作用は S. a u r e u sに おい て も, また E. c oli にお い て
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pr es e n c e of 2,4- dinitr ophe n ol･
Expo n e ntial ly growing(A) s. iu p eu 8209P JC- i(2. 8 x l O
7
c ells/ml)
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もDN Pに よ っ て 影響をう けず, DNP の 存否に かか わらず生菌数は減少した ｡
さ らに , VA - 2 で処理 した S. a ur eus 細胞に DNPを添加すると , F ig. 1 7に 示した
ように, 生菌数の 減少は直ちに停止した ｡
5 - 9 V A- 2成分 の殺菌作用における トリプシ ン処理の効果
vA - 2が少くとも二 つ の段階を経て 殺菌作用 を発現すると い う殺菌機序を明らかに す
るため, VA - 2 で処理 した S. a u r e u s細胞に プ ロ テ ア ー ゼ , 例えば トリ プ シ ン を作用
させ るこ とに よ っ て細胞表面に結合または吸着 したVA - 2を除去し, そ の 殺 菌作用が解
除されるかどうか を検討した｡ S. a u r e u s細胞を V A
- 2 (0. 0 0 1鵬 / ml) で処理 した後
トリプ シ ンを作用 させ た試料の菌生残率は Fig. 1 8に示した ように , トリ プ シ ン 作用を
うけなか っ た試料よりも高く , V A- 2 の 作用をうけた細胞の 一 部は トリプシ ン処理 によ
りその殺菌作用か ら救済された ｡
5 - 10 要約ならびに考察
要約
1) 細菌細胞の増殖に対するV A- 2 の抗菌作用 は 濃度に よ っ て種々 の効果を示す ｡ 低
濃度で は静菌的作用 で あり, それより少し高い が非殺菌的に作用する濃度で は E. c oli純
胞の伸長化を引きお こす｡ 高濃度で は細胞が増殖ま たは非増殖の い ずれの条件で あ っ て も
3 7℃で作用すると強い殺菌作用を示した ｡
2) V A- 2 の殺菌作用 は0℃ でほ発現 しない が, 37℃で は増殖条件 (2 N B中) お よ
び非増殖条件 (PB S中) の い ずれ にお い て も同様 の 強ざで発現 した｡ こ の ような殺菌様
式は グリゼ れ レテ ィ ン B , マ イ ト マ イ シ ンC , コ リ ス チ ンお よびポリミ キシ ン B にも認め
られた ｡
3) 0℃における 5分間処理 で はV A- 2は細菌細胞に不可逆的扱傷を与え なか っ たが,
それらの処理細胞を洗聴に より薬剤効果を除去し, さらに新鮮培地に移 し37℃ で 培養す
ると3 7℃で 5分間処 理 し, 同様の操作を行 っ た細胞と同じ レ ベ ル まで生菌数は減少 した｡
これ はVA - 2がまず温 度に依存しない で細菌細胞と結合または吸着 し, その後温度に依
存して細胞に損傷を与え るとも.
､う , 少なくとも二段階を経て 殺菌作用を発現した こと を示
して い る ｡
4) マ イ ト マ イ シ ンCの 殺菌様式はVA - 2と類 似し, 化学構造お よび生物活性にお い
- 7 2 -
%-く>-
′ 【 ヽ
En
⊂)
”
～ . .■ J′
6
丁
‾
≡
ヽ ヽ
∽
r ‾ ■
r -
ql
U
ヱ
4
+⊃
l
`
8
～ rI 1 -
>
く2
Cul tu res in the pr e s e n c e of VA
- 2
sample s afte r ad di tio n of 2I小 dinうtr ophe n ol to the
abo v e cul tu r e s
0 20 4 0 60 80
Min utes
Fig. 17. Ef fe ct of the addi tio n of 2,41 dini tr ophe n ol to VA-2 -
tr e ated c ells .
E叩 O n e ntially gr owing S. a u p e u 8209P J C-i (l ･6 x 1 0
7
c ells/ml)in 2NBw ere ad ded with VA- 2(final conc e ntr atio n .･
0･ OIpg/ml)･ Dupl ic ate s ample s w e r e remo v ed a nd ei the r w a s
added wi th 2,4- dini tr ophe n ol dis s olv ed in dinlethylsul fo xi de to
gl V e afin al c o n c e ntr atio n of 1 0mM at うndic ated tim es a nd
futhe rin c ubated at 37
oC. Sm aple s w e r e a s s ayed fo r s u r viv o r s
o n aga rp一ate s.
- 73 -
# Antibiotic tr e atm e nt
- ○ - Antibiotic treated a nd the ntrypsin tre ated
100
JJ
忘 1 0
U
L
(”
a
ー ‾
n3
>
◆ ー
>
L
v ,
= l
0 5 1 0 1 5 2 0
Minute s
Fig. 18. Effe ct of try psin tr e atm e nt o n ba cte rici dal a ctio n
of VA-2 .
Expo n e ntially growl ng
in c ubated wi th VA- 2(0. 00l
w e r eplated fo r s urviv o rs
try psin s olutio n[5 mg/ml
S. a u 2,e u 台209P JC- i in 2N Bw e r e
ug/ml). At inte r v als , sample s
after dilutio n o rdiluted into
in 50nlM tris(hydr o xym ethyl)a min o-
m etha n e- hydr o chlo ride (pH 8.0)], hel d fo r30min ute s at
37oC a nd plated for s u r viv o r s.
- 74 -
て もV A- 2と類似の性状を示 した こ とから, 両者の 殺菌作用を比較した ｡ しか しながら,
マ イ ト マ イ シ ンCの殺菌作用 は多くの点で VA - 2 と は異 な っ た性状を示 した｡ VA - 2
の殺菌作用 は接種菌量に よ っ て影響をうけ, その殺菌力イネ テ イ ク ス は二相性を示すこと
およびその殺菌作用は D NP に よ っ て阻害されるこ となどが マ イ ト マ イ シ ン Cの 性状と異
な っ て い た ｡
考察
VA - 2 の殺菌作用は作用温度に 影響をうけて発現する o VA - 2を0 ℃で 5分間接触
処理 した S . a u r e u s細胞をPB Sで洗撤 して生菌数を測定したとこ ろ, 細胞はほとん ど
損傷をう けて い なか っ た｡ しか し , その細胞を新鮮培地に移し3 7℃で さ ら に 培養する こ
と に よ っ て S. a u r e u s細胞は不可逆的な損傷をうけて死滅した o こ の こ と はV A- 2 の
細菌細胞に対する殺菌作用が温度に依存性意たは非依存性の少なくとも二 つ 段階と関係し
て い るこ とを示して い る ｡ まず最初はV A- 2 が細菌細胞に結合または吸着する段階であ
り, こ の段階で は作用温度 にか ゝ わ りなく結合または吸着が起 っ た｡ 次の段階で は温度が
関与して細菌細胞の致死が起 っ た｡ ま た, V A - 2 の殺菌作用は DNP によ っ て 阻害され
た ことから, その作用には何らかの 代謝 エ ネ ル ギ ー が必要で あろうと考えられる.
多くの バク テ リオ シ ン に は標的細胞に対する作用機構として 二 つ の sta酢 が認められて
い る . stage I はバ ク テリ オシ ン分子が標的細胞の受容体に結合する段階で あり, stage
Ⅱは バ クテ リオ シ ン分子が細胞の 致死標的部位に到達して致死作用 を示す段階である｡ バ
クテ リオ シ ン 分子の stage I か らstage Ⅱ へ の転移に は温度が関与するとされて い S
5 0
･
5 1, 5 2)
. こ の塩度に よる効果は細胞膜の 流動性に関与するとされ5 5) , 細胞の膜リ ン脂質
の 脂肪酸組成が バ クテ リオ シ ン 分子の転移に影響を与えるとされて い る
5 6)
｡ ま た, バ ク
テ リオ シ ン分子の stage I から stage Ⅱ へ の転移は DNP のような酸化的リン 酸化共役剤
に よ っ て遮断される5 3, 5 4) . これ らの 点に おいて ,.V A- 2 の殺菌作用にお けるV A
- 2
分子と細菌細胞との相互作用が バ クテ リオ シ
.
ン の それに類似して い る o
さらに , バ クテ リオ シ ン の stage I における作用, すな わ ち バ ク テ リ オシ ン分子の受
容体との結合は トリプシ ン処理 によ っ て解除され5 7) バク テ リオ シ ンの 二段階機構を説)
明する 一 つ の性状に な っ て い る｡ V A- 2 の殺菌作用 もま た , V A- 2 と作用し た S .
a ure u s細胞をトリプ シ ン溶液中で処理する ことセ その 殺菌効果はわずかながら阻害され
る o V A- 2 はトリプ シ ン で処理 して もそれ自身の 抗菌活性は影響をうけない ことか ら,
トリプ シ ンの 効果はV A- 2 の細菌細胞と の結合部位に影響を与えるものと推察される o
- 75 -
また, VA - 2 の殺菌 力イ ネテ イ ク ス が二相 性を示す ことおよびVA
- 2 と細 菌細胞の濃
度関係が single
- bitカ イネテ イ ク ス を示すこ とな ども バ ク テ リオ シ ン の殺菌作用の 性
状50･ 5 1･ 5 2) に類似 して い る o こ の ようなV A- 2の 殺菌作用に おける性状は, 演ずはじ
めに細胞表面の受容体に作用 したの ち細胞致死に導くとい う バ ク テ リオ シ ン の 二段階機構
に類似した機構に よ っ て殺菌作用が発現するこ とを推定させ るもの で ある ｡ キノ ン構造を
もつ VA - 2とポリ ペ プチ ドの バ クテ リオ シ ツ の 間に化学構造上 の共通性は全くみられな
い が
,
こ のよ うな殺菌機序の類似性は興味ある知見で あり, VA - 2と標 的細胞との相互
作用の機序 を探る手がかりを与えるもの と考えられる｡
v A - 2と同じタ イプの殺菌様式を示 した グリゼ オ ル テ ィ ン B はフ エ ナ ジ ン骨格をもつ
抗生物質58)で , E. colt,S田胞の DN A合成を阻害するが , プラ ス モ ライ ズした細胞で はもは
や DN A合成は阻害されなくなり, 殺菌作用もうけな い ことか ら, その作用機序と して細
胞表面と関連 した DN A合成の伸長段階に おける阻害が示唆され て い る 5 9) ｡ 細菌の細胞
質膜に 障害を与える ことに よ
,
つ て殺菌作用を示す ペ プチ ド抗生物質の コ リ ス チ ン およびポ
リミ キシ ン B 6 0)ほVA - 2と同じタイ プの殺菌様式を示 した ｡ コ リス テ ン に よ っ て E.
c oli細胞内部か ら漏出してくる2 60n m吸収物質は37℃で は漏出して来るが 2℃で はその
漏出が低下することか ら,6 1), 低温に お い て.も漏出を起す界面活性剤
62)ぉよ びダラ ミ シ
ジ ンJ6 3)の作用とは区別されて おり, 単なる結合や物理 的作用 で はなく代謝過程に関連
した作用に よ っ て殺菌され ると考察され て い る ｡ ポリ ミキ シ ンの 作用機序として は細菌外
膜の リ ン脂質と結合するこ とによ っ て それを分解 し, 膜障害を引き起すとされ て い る6 4,
6 5)
｡ こ の ように殺菌様式の類似 した抗生物質の 作用機序を参考に V A- 2 の殺菌機序を
考察すると , その 殺菌作用は細菌細胞の表面と関係して起ると い う バ ク テ リオ シ ン の殺菌
機序に類似する ことが推察され る｡
マ イト マ イ シ ン Cの細菌細胞に対する殺菌作用は非増殖条件で起り 66), 細菌細胞の 伸
長化作用 を示すこと6 7
- 7 1) はVA - 2 の作用 と類似 した｡ しか し, その殺菌機序が本章
で 述べ た ように種々 の点で異な っ て い た ｡ V A- 2 と マ イ ト マ イ シ ンC とは化学構造およ
び生物活性におい て類似性を示すにもかか わらず , 著者の示 して きた殺菌機序にお ける相
異性72)はさ らに詳細なVA - 2 の作用機序研究を進めるこ とによ っ て , マ イ ト マ イ シ ン
C とは異な っ た作用機序に もとずくV A - 2 の抗腫蕩剤と して実用化に寄与出来るもの と
思われるo
E ･ c oli に対するVA - 2 の M BC はS. a u re u sに対するMB Cの約1 00 0倍で あ っ たo
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しか し , E･ c oli に対する殺菌件 剛ま温度依存性で あり, 接種繭量 によ っ て影響をう 仇
DN Pによ っ て 阻害され るこ とから , S. a u r e u sと同様の機序に より発現 して い ると考え
られる o もしそうで あれば , 両者に対するMBCの ちがい はそれぞれの細胞表層の 化学的
性状ま たはその結合部位の存在様式,･例えば, E . c oli ではその結合部位が表層物質で被
われ て い る などの 差異に起因すると考えられ る｡
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第6章 M - 9 2抗生物質V A - 2 成分 の 作用機序
序
v A- 2成分はキノ ン構造をもち38) , 諸種の 原核細胞のみ ならず真核細胞にも強い活
性を示す4 0)0 v A- 2 の細菌細胞に対する殺菌作f削ま細胞が非増殖条件で あ っ て も, 37
℃で作用すると増殖条件と同様に殺菌される温度依存型 の作用で ある7 2) ｡ こ の ような温
度依存型の殺菌様式を示す抗生物質を探索し, グリ ゼ オ ル テ ィ ン B, マ イ ト マ イ シ ンC ,
コ リ ス チ ン およびポリ ミ キ シ ンB を見い だ した ｡ それ らの 中か ら, すで に第 5章で述 べ た
ように , V A- 2と化学構造お よび生物活性の 性状が類似する マ イ ト マ イ シ ンCに つ い て
V A- 2とその殺菌機 序を比較 した. VA - 2 は接 種菌畳 に よ っ て その 殺菌効果が著しく
影響をうける こと, 二相性の 殺菌力イ ネテ イ ク ス を示すこ とお よび 2, 4 - ジ ニ ト ロ フ ェ
ノ ー ル によ っ て その 殺菌作用が阻害される ことを見いだ し, マ イ ト マ イ シ ンC とそ の殺菌
機序が異なる ことを明らか に した 7 2)0
本章で は, こ の ような V A- 2 のユ ニ ー クな殺菌機序を明らか にするため, 細菌細胞に
おける核酸合成, 蛋白合成お よび細胞壁合成 に対するV A - 2 の作用 を検討した結果に つ
い て述べ る o さらに , E. c oli酵素標品を用 い た DNA ポリメ ラ - ゼ反 応に対する阻害作
用を述べ , S. a u r e u s細胞内DNA の崩壊作用およ びP M 2フ ァ ー ジDN Aに 対する切断
作用につ い て論述する｡
6 - 1 実験材料ならび に方法
1) 抗生物質ならびに試薬
V A- 2成分はすで に述 べ たようにM - 9 2抗生物質か ら分離精製 した棲品を, 他の抗
生物質ほ市販製剤を用 い たo 〔 14c〕 - チ ミ ジ ン (5 6mCi/m m ol), L - 〔U 1
14c〕
- フ ユ ニ - ル ア ラ ミ ン (51,
3 mCi/m m ol) 串よ び D - 〔1 - 14c〕 - グ ル コ サ ミ ン
(6 0. 8 m Ci/m m ol) は T he.Radio che mic al Ce ntre, 〔Metbyl
-
3H〕 - デオキ シ チ
ミ ジン ー 3リ ン酸 (83.2 Ci/m m ol) は Ne w Engla nd Nu cle a r試薬 を用 い た ｡ デ
オキ シ テ ミ ジ ン - 3リ ン 酸を除く3種の デオキ シ リボ ヌ ク レ オ シ ド ー 3リ ン酸, E. c olt
M R E 6 0 0 DN A ポリメ ラ ー ゼⅠおよびp M2フ ァ ー ジ DN A はBo eh ringe r M a n nheim ,
仔牛胸腺 DN A は Sigm a Cbemic al 試薬を用い , その他の試薬は市販特級品を用 い た｡
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2) 試験菌ならびに培養
試験菌と して S . a u re u s2 09P JC - 1を用 い , 培養ほ第5章実験方法, 5 - 1, 2)
に準じた ｡
3) 対数増殖期の細菌細胞にお ける酸不溶分画へ の ラ ベ ル 前馬区化合物の取り込み活性
DN A およびRN A合成 : 対数増殖期の S . a u r e u s培養液2 5ml (Op60 n m - 0. 2)
に 〔
14c〕 - チ ミ ジ ン (最終濃度 , 0.1 pCi/ml) また は 〔
14c〕 - ウ リ ジ ン (最終濃
皮, 0･ 0 5FLCi/ml) を加え て 1 5う予後 に ラ ベ ル 培養 液を 5 mlづ っ 試験管 5本 に 分注
し て , 4 本に は種 々 の 濃度 の VA - 2 を作用さ せ , 残り 1本は撫処理 対照と した o
各々か ら1 0分間隔で培養試料0. 5mlを取りH U G H E Sand M ELL O W S7 3)の 方 法に
準じて トリ ク ロ ル酢酸 (TC A) 不溶 分画に とり込まれた放射活性を測定した ｡ 試料 0. 5
ml に 2%ラ ウリ ル 硫酸ナトリ ウム 0. 5 mlを加えて混合し氷水中で30分放置 し, 次 に 5%
T C A6 mlを加えて さらに 3 0分氷水申に置 いた ｡ T C A不溶分画は ガ ラ ス フ ィ ル タ ー
(W hatm a n, G F/C) で漉集 し, 5%TCA (6 mlX 2)および エ タ ノ ー ル(6 mlX 2)
で洗 っ て 乾燥 し, ガ ラ ス フ ィ ル タ ー とともに トル エ ン系 シ ンチ レ ー ク - , すなわちb - bi島
〔2 - (5 - phe nyloxaz oyl)〕 ben z e n e(0. 3 昏/1) および2 , 5 - diphe nylo x a
-
z ole (4 g/I) を含む トル エ ン 溶液 1 0m伸 に 入れ Alo c aL S C- 6 2 5液体 シ ン テ レ
- シ ョ ンカ ウ ン タ ー によ っ て放射活性を測定 L たo
蛋白合成 : 対数増殖期の S. a u re u s培養液に 上記と同じ要領で 〔14c〕 - フ ユ ニ ー ル
ア ラ ニ ン ( 最終濃度, 0. 5FLCi/nl) を加えて ラ ベ ル し, V A- 2 を作用させ た. 培養試
料0. 5ml に 1 0% TC A6 mlを加えて氷水中3 0分間置き , 次に 90 - 95 ℃で20 分 間加熱
級, 冷却 して T C A不溶 分画をガラ ス フ ィ ル タ ー で滅集 した ｡ 上記と同じ操作で T CA 不
溶分画に とりこ まれた放射活性を測定した ｡
ペ プチ ドグリ カ ン (細胞壁) 合成: 対数増殖期の S. a u r eus 培養液 に上記と同じ要領
で D - 〔14c〕 - グ ル コ サ ミ ン (最終濃度, 0.1 pCi/ml) を加えて ラ ベ ル し , VA - 2を
作用 させ た . TCA 不溶分画に取らこまれた放射活性はH UG HES and MEL L O W S73)
の方法に準 じて測定した ｡ 培養試料0.5 ml に 1 0%TC A5 mlを加えて混合し, 氷水中で30
分間置い た ｡ 次に 90 - 95℃で 2 0分間加熱後, 冷却 して TC A不溶分画 を ガ ラ ス フ ィ ル
タ ー で 涼集 した . つ づ い て 5%T CA (5 mlX 3) およ び エ タノ ー ル (1 0 mi×2). で 洗い ,
乾燥 して放射活性を測定した｡
- 7 9 -
3) DNA依存性DNA ポリメ ラ ー ゼ反応･
仔牛胸腺 DN A を鋳型 と して 用 い た E. c oli ポリメ ラ ー ゼ Ⅰ標品によ るDN A依存性
DN Aポリメ ラ - ゼ反応はS ET LOW 7 4)の 方法に準じて 〔3 H〕 - デオ キ シ チ ミ ジ ン _
5′ - 3 リ ン酸 (TT P) の 酸不溶分画 へ の取り込みを測定 した ｡ DNA ポリメ ラ ー ゼ反応
は6 7m M リ ン酸カリ ウ ム 緩衝液 (pH 7. 4), 6. 7 m M MgC12 , 1 m M 2 - メ ル カプ ト
エ タノ ー ル
,
3 3〟M各 d A T P, dCT Pおよび dGT P, 33〟M 〔3 H〕 - TT P(最 終濃
皮, 0. 2 7J`Ci/Inl), D N A 5 0p y
/
miならびに D NA ポリメ ラ ー ゼⅠ 2. 5 u nits/ml を含
む反応液 (0.3 ml) を37℃で 3 0分間反応 した｡ 薬剤を作用させる場合は酵素を除く反応
混液を氷水中で冷却 して薬剤を加えた ｡ 酵素反応の 開始は反応混液に酵素を加え , 直ちに
37℃で作用することにより行 っ た｡ 反応停止は反応液を氷水申で冷却し, 0. 2M Na ∑P207
0･ 5 mlおよび1 MIHCIO4 0･ 5 mlを加え る こ と に より行 っ た . 4℃で 5 分間置き , 敬
不溶分画をガラ ス フ ィ ル タ ー で漉集 し, 0.1 M Na2P2 07 ･ 1 M HC l溶液(5 mi× 3),
次 い で エ タノ ー ル (5 mlX 3) で洗 っ て放射活性を測定 した｡
4) 細胞内DN Aの崩壊作用
細胞内 DNA の崩壊作用はD ASら 7 5)の方法に準じて試験 した ｡ 〔
14c〕 - チ ミ ジ ン
(最終濃度, o.1 FLCi/nl) を含む 2N B中で S . a u re u sを対数増殖期まで 培養 して細
胞をラ ベ ル したo ラ ベ ル 培養液25 nlを遠心管にとり3 000r . p . m . , 1 0分間遠心 して集
菌し, 0. 9% 生理食塩液で 2回洗聴した後, 同量の 2 NB に懸濁 した ｡ ラ ベ ル細胞懸濁液
をさらに 3 7℃, 3 0分間作用 して 〔
14c〕 - チ ミ ジ ンを細胞内DN Aに 取 り込 ませ た｡ 得
られたラ ベ ル細胞液 5mlづ っ 試験管 3本に分注し, 2本に はV A- 2 の 0.01 〟g/ mlおよび
0.1 鵬 /nlをそれぞれ作用させ , 残り1本 は無処理 対照 とした ｡ 各々か ら5分間隔で試
料0.5 mlを取り, 水冷 した 20%TC AO.5 mlを加えて 氷水中に 30分間置い た ｡ T C A不
溶分画は冷却しなが らガラ ス フ ィ ル タ ー で 慮集し, 冷却 した 10%T C A(5 皿1× 5), 2
%酢酸カリ ウム を含む エ タノ ー ル (5 mlX 2), 続 い て エ ー テ ル (5 miX2) で 洗 っ て 放
射活性を測定 した ｡ TC A可溶分画の 放射活性は液液0.1 mlを漉紙デ ィ ス ク (Wbatm a n
Nal) に しみ込ませ て乾燥後 トル エ ン系 シ ン チ レ 一 夕 - 中で測定した .
5) ア ガ ロ - ス ゲ ル 電気準動法に よるD N A切断作用の 観察
V A- 2 の P M 2フ ァ ー ジD N Aに対する作用をSUZUK I ら7 6)の 方法に準じて ア ガ
ロ ー ス 電気泳動法によ り試験 した. P M2 フ ァ ー ジ DN A はfk'ehringa r Ma n nheim 製
標品からセ シ ウ ム ク ロ リ ド - エ チ ジウ ム プ ロ ミ ド密度勾配遠心法で c o v ale ntly clo s ed
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circ ular (cc c)D N Aを分画し , 5 0m M γris - H Cl緩衝液 (pH 7. 6)で 透析 して 用
い た o P M - 2 フ ァ ー ジ c c DN A分画 0.2 7鵬 を5 0m M Tris - HCl緩衝液(pH7.6)
2 5pl中で薬剤 (V A- 2また は マ イ ト マ イ シ ンC)お よ び還元 剤 (2 - メ ル カプ ト エ タ
ノ ー ルまたは NaB H4) と 3 7℃で 30分間反応した ｡ 反応液に 0.02 5% プロ モ フ ェ ノ ー ル
育, 5 0% グリセ リ ン および5% ドデ シ ル 硫酸ナ トリウ ム か らなる色素液5iLl を加 え ,
その反応混液の 20iLlを 1%ア ガ ロ■- ス (Se ake m ME) ゲ ル電気泳動に より分画したo
電気泳動 は5 0m M Tris - Ac etate (pH 8. 0), 20 m M酢酸ナトリウム , 2 m M ED TA
｡ Na 2 お よ び 18 m M NaC l か らなるTE A S緩衝液 中で 20V定電圧 下, 約16時間,
垂直型 ス ラ ブ電気泳動装置によ り室温で泳動 した｡ 泳動後 , ゲル平板をェ チ ジウ ム プ ロ ミ
ド (0. 5 鵬 /ml) を含む TEA S緩衝液で30分間染色し , 次い で TEA S緩衝液で 2 0分
間脱色した ｡ 染色DNA バ ン ドは紫外線ラ ンプ照射 (25 4n m) に より観察 し, 写真撮影
した ｡
6 - 2 V A- 2成分の S . a u r eu s におけるD N A, R N A, 蛋白および ペ プチ ドグリ
カン合成におよぽす影響
対数増殖期の S. a u r e u s細胞に おけるDNA, RNA , 蛋 白お よ び ペ プチ ドグリカ ン
合成に対するV A- 2 の 作用を Fig. 19 に示した ｡ VA - 2 の 0.l p s/mi(最終濃度) 蘇
加に より 〔14c〕 - チ ミ ジ ン取り込 みは直ち に阻害された . 0.01 舶 /ml では取り込 み は
3 0- 4 0分間抑制されるが その 後は増加する傾向で あ っ た o 0. 0 01 鵬 / ml では 一 時的に
取り込 み阻喪が見られたが 0.0 0 01pg/ml では阻害されなか っ た ｡ VA - 2 の濃度 に応じ
た DN A合成に対する作用の程度は第5葦, 5 - 2, F ig. 7(A)に示され た生 菌数 およ
び増殖曲線 へ の影響の 結果とよく 一 致した o R N A および蛋白合成におけるそれ らの前馬区
体の取り込みも明らか に阻害され, 細胞壁合成も影響をうけた ｡ DN A合成阻害は VA -
2添加後直ちに起 っ たが , R NAお よび蛋白合成阻害は い ずれもV A - 2 を添加 して か ら
20 - 3 0分後に起 っ て おり, また , これらの 阻害はDN A合成が完全に阻害される濃度に
お い て起 っ て い る｡ こ の こ とはV A- 2 によるRN A お よび蛋 白合成 阻害はDNA 合成が
阻害された結果と して 二次的に起 っ たこ とを示して い る ｡
6 - 3 V A- 2成分 の D N A依存D N A ポ リメラー ゼ反応におよぽす影響
S . a u r e u s細胞で見られ たVA - 2 の DN A合成に対する阻害作用をin vitro に おける
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DNA ポ リメ ー ラ ー ゼ反応に よ っ て確かめ た . E. c olt D N Aポ リメ ラ ー ゼ Ⅰを用 い , 仔
牛胸腺DNAを鋳型と して用 い た DN A ポリメ ラ ー ゼ反応にお けるVA
- 2お よ び対照薬
剤の 効果を F ig. 20 に示 した . VA - 2 の阻害効果は マ イ ト マ イ シ ンC およびアク チノ マ
イ シ ン D よりも強い が , ダウノ マ イ シ ン よりも弱か っ た . これらの抗生物質の 50 朔 /ml
にお ける阻害%はダウノ マ イ シ ン , 1 0 0% ;V A- 2, 8 3%; アク チ ノ マ イ シ ン D, 66
%; マ イ ト マ イ シ ン C , 2 4%で あ っ た｡
次に , DN A ポリメ ラ ー ゼ Ⅰ反応系の鋳型 DN A および酵素の濃度を変えて V A - 2 の
阻害効果を試験 した ｡ Fig. 2 1 に示したように , 鋳型 DN A濃度を増加す る ことに よ っ て
3H - TT Pの取り込み活性は上昇 し, V A- 2を添加 した場合に もその取り込みは顕著に
促進され , VA - 2 の阻害効果は低下した｡ ま た, Fig. 22 に示したように , 酵素濃度を
増加する ことに よ っ て も
3H - TT P の取り込み は促進されたが , V A- 2 を添加した場合
の取り込み促進はD N A濃度に よる効果よりも顕著 で はなか っ た o 反応系に鋳型DN Aの
濃度を増加する ことに より起るV A- 2 の 阻害効果の 低下はV A- 2が 直接 DN Aに 作用
し, DN Aの鋳型活性に 損傷を与えた ことによ っ て DN A ポリメ ラ
ー ゼ反 応を阻害する可
能性を示唆して い る ｡
6 - 4 V A- 2成分の S. a u re u sにおける細胞内D N A に対する作用
v A- 2 の D NA合成に対する阻害機序 を理 解するため, S . a u r e u sに おける細胞内
D N Aの崩壊作用を試験 した｡ Fig. 2 3 に示したように , 〔
14C〕 - チ ミ ジ ン で ラ ベ ル した
細胞内DN
-
A はV A - 2 の添加 (最終濃度, 0.1 鵬 /ml) によ っ て 直ちに崩壊が認 められ
た ｡ 添加3 0分後にはT C A不溶分画に残存する放射活性量は無処理対照の約7 0%に低下
した o こ の 結果は Fig.､一生旦(A)で 見られた 〔
14c〕 - チ ミ ジ ン取り込みの V A- 2 に よる
阻害がDN A合成段階に おける 阻害ばかりで はな′く, 細 胞内DNAの 損傷 に よ っ て 鋳型
DN A としての 活性が低下し, DN A合成を阻害する こと を示唆して い る｡
6 - 5 ア ガロ - ス ゲル 電気泳動法による V A- 2成分の P M2 ファ ー ジ c c c D N A
に対する切断作用の観察
v A- 2 の DNAに対するin vitro で の 作用を ア ガ ロ ー ス ゲ ル 電気泳動法に より観察
した ｡ 本実験 に用い られた 電気 泳動条件下 で はDN A は陽極側 へ cov alently cl岱 ed
cir cula r(ccc), 1inea rお よび open cir cula r(o c)のJf掛こ分離する . Fig,.
24 にV A
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c o n c entr ations of prim e rDNA.
･T he r e actio n mixtu r es (0.3 ml) c onlPrising 67mM potas siunlPho sphate
buffe r(pH 7･ 4), 6･ 7 m= MgC12, l m= 2- m ercapto etha n ol , 3 3uM[
3H]-TTP
(0･ 27 リCi/ml), 33リM e a ch of othe rthre e dNTPs, 2. 5 u nits/ml a. e o乙i
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- 2 の PM 2フ ァ ー ジ c c cDN Aに対する作用冶 よび 2 - メ ル カプト エ タノ ー ル (2 - M E)
存在下 で の 作用を 示 し た . V A - 2 の 0.2 p9/Tl では c cc D NA鎖が 1個所切断され
た o c DN Aバ ン ドが観察された (チ ャ ンネ ル 2)0 2 鵬 /ml(チ ャ ンネ ル 3)およ び2 0
鵬 /ml(チ ャ ン ネ ル 4) で は, さらに鎖切断の 進んだ Iin e a rDN Aバ ン ドが 観察さ れ
た｡ 20鵬 / ml では 2 鵬 / ml の場合よりも c c cDN A が少なく o c D NA およ び1in e ar
DNA が増加して おり, VA - 2 の D N A鎖切断作用は濃度依存性で あ っ た｡
ア ン ス ラ サイ クリ ン 系抗腰痛剤の ア ドリア マ イ シ ン , ダ ウ ノ ル ビ シ ンお よびア ク ラ シノ
マ イ シ ン ほDNA との 結合に つ づ い て , DNA の鎖切 断を起す｡ こ の鎖切断作用 は薬剤が
生体内で代謝的還元を うけて起ると考えられ , in vitro で の還元剤存在下 にお ける還元
型化合物に よる ラ ジカ ル 発生機構が証明されて い る7 7, 7 8)｡ そ こ で , V A- 2 の D NA鎖
切断にお ける還元剤の 効果を検討 した. Fig, 2 4に見られ るように , VA - 2 の D N A鎖切
断作用 は1 m M 2 - M E の存在に よ っ て強ま り (チ ャ ン ネ ル 6 - 8), 1 0m M ではさらに
強い 作用を示 した (チ ャ ン ネ ル 1 0- 1 2). 1 m M 2- M E存在下の V A - 2 の 0.2 FLg/
ml にお ける切断作用 (チ ャ ン ネ ル 6) はV A - 2 のみの 2 0朔 /ml における作用(チ ャ ンネ
ル 4) と同程度に観察され たo F ig . 2 5 にはV A - 2 のN aB H4存在下で の作用を示 した.
V A- 2 の DN A鎖切 断作 用 は NaBH4 の存在に よ っ て 強まり , NaB H4の濃度が高い程
V A- 2 は強く作用 した o ま た, Fig. 2 6に示 したよ うに , V A
- 2 の DNA鎖切断作用は
0℃で も (チ ャ ン ネ ル 12 - 1 4) 3 7℃で の反応と同程度で あ っ た ｡
一 方 , マ イ ト マ イ シ ン Cの P M2 フ ァ ー ジ c c cDN Aに対する作用 は F ig. 2 6に示 した
ように , 0. 2 - 2 0鵬 /皿1 では影響を与えず, 1 0m M 2 - M Eが存在 した 場合にも影響
が見られなか っ た ｡
6 - 6 要約ならびに考察
要約
1) VA - 2 による S. a u r e u s細胞 - の ラ ベ ル 前馬区体とり込み阻害はDNA 合成 に お
い て最も強く現われた ｡ その 合成阻害はVA - 2 (最終濃度, 0. 0 1粕 /mlおよび0.1 鵬
/ml) を添加する と直ちに現われた｡ RN A お よび蛋白合成に お い て も阻害効果が認 めら
れ , ペ プチ ドグリカ ン 合成も･影響をう けた ｡ しか しながら これ らの 阻害はい ずれもV A-
2を添加 した 2 0 - 30分後 に認め られた ｡
2) E. c olt DNA ポリメ ラ ー ゼ Ⅰに よるin vitro で の DNA合成反応は VA - 2 に よ
- 88 -
9 巧0 l l 1 2
ト)
ope n circ ula r - - 叫 ･
lin e a r ～
C CC ･ ･ ･ 叫 -
(＋)
Fig･ 24. Aga ro s egel ele ctr opho r e sis of PM2phage c c cDNAtre ated with
VA-2 a nd ef fect of 2- m e r c apto etha n ol o n the a ctivity of VA-2 .
Electr opho r esis in TEAS buffe r(pH 8. 05)wa s thr o ugh a l
o/o aga r os e
gel at 20 V fo r16 ho u rs. PM 2phage c c cDNA fr a ctio n wa sin c ubated
in the pr e s e n c e o r abs e n c e of VA- 2 a nd 21 m e r C aPtO etha n ol at 37
oC, fo r30min ute s.
1 : Co ntr o一 DNA
2 : ＋ 0･ 2pg/ml VA
- 2
3 : ＋ 2pg/ml VA- 2
4 : ＋ 20〃g/ml VA- 2
5 : ＋1 mM 2- m e r c apto etha n o1
6 : ＋ 1 mM 2- m e rc apto etha n o1
7 : ＋1 mM 2- m e r c apto etha n o1
8 : ＋ 1 mM 2- m e r c apto etha n o1
9 : ＋ 10 mM 2- m e r c apto etha n ol
1 0: ＋ 1 0mM 2- m e r c apto etha n ol
ll: ＋ 1 0mM 2- m erc apto etha n o1
1 2: ＋ 1 0mM 2- m e r c apto etha n ol
a nd O･ 2pg/ml VA-2
a nd 2pg/ml VA-2
and 20〃g/ml vA- 2
a
リ
nd O･ 2pg/ml VA- 2
a nd 2〃g/ml VA-2
a nd 20〃g/ml VA-2
- 8 9 -
ト)
ope n cir c ula r - - - - I
linear -
C C C - - - - -せ -
5 -67 8 910 朋 1 2
(＋)
Fig. 25･ Agar o s egel ele ctr opho r e sis of PM2phage c c cDNA
tre ated wi th
V A- 2 a nd effe ct of NaBH4
0 nthe a ctivi ty of VA-2･
Ele ctr opho r e sis in TEAS buffe r(pH 8･ 05) w as thr o ugh a l% aga ro s e
gel at 2 0V fo r1 6 hou r s･ PM2 phage c c cDNA fr a ctio n
w as in c ubated
in the pr e s e n c e o r abs e n ce of V A
- 2 a nd NaB H
4
at 37
oC
,
fo r30min utes ･
1 : Co ntr o一 DNA
2 : ＋ 0･2 リg/ml V A- 2
3 : ＋ 2〃g/ml VA- 2
4 : ＋ 2 0pg/ml VA
-2
5 : ＋ 1 mM NaBH
4
6 : ＋ l mM NaBH4 a nd O
･ 2Hg/ml VA- 2
7 : ' l mM NaBH
4
a nd 2Hg/ml VA
-2
8 : ＋ l mM NaB ‖4 a nd,
20pg/ml VA- 2
9 : ＋ 1 0mM NaBH4
1 0: ＋ 1 0mM･印aBH4 a nd O･2 pg/ml VA
- 2
1 l: ＋ 1 0mM NaBH4 a n
d 2pg/ml VA
- 2
1 2: ＋ 1 0mM NaBH
4
a nd 2 0
,ug/
ml VA- 2
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Fig･ 26･ Aga r o s egel ele ctr opho r e sis of
PM2phage c c cDNA tr eated wi th
mito mycin C and effe ct of tempe r atu r e o nt
he DNA- cle a ving activity
of VA- 2.
Ele ctr opho r esis in TEA S buffe r(pH 8･ 0) w a sphro ugh a l
o/a aga r os egel
at 20 V fo r16ho u r s.
mitomycin C o rVA- 2 fo r3 0
in the pr e s e n c e o r absen c e
l : Contr o一 DNA
2 : ＋ 0･ 2pg/ml
3 : ＋
4 : ＋
5 : ＋
6 : ＋
7 : ＋
pM 2phage c c cDNA fr action wa sin c ubated wi th
min ute s at 37
oC exc ept
of 2- mer c aptoeha n ol .
mi tomycin C
2 いg/ml mi to mycin C
20pg/ml mi to nycin C
1 0mM 2- m e r c apto etha n ol
1 0mM 2- m e r c apto ethan o1
1 0mM 2- mer capto et ha n ol
8 : ＋ 1 0
9
1 0
l l
12
1 3
14
mM 2- rn e r c apto et ha n ol
Co ntr o一 DNA
＋ 2Hg/ml VA- 2
＋ 20pg/ml VA
-2
Co ntro一 DNA, at O
oC
: ＋ 2I)g/ml VA
- 2,
: ＋ 2 0Hg/ml VA
-2,
OoC
O
oC
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fo rMos . 12, 1 3a nd 14
a nd O･2 pg/ml mitomycin C
a nd 2 Hg/ml nli tomycin C
a nd 20”.g/ml 7m
'
to mycin C
っ て阻害されたo しか し, 鋳型 DNA の濃度を増加すること によ っ て そ の阻害効果は低下
した｡
3) 〔
`14c〕 - チ ミ ジ ン で ラ ベ ル した S. a u re u sの細胞内DN A はV A - 2 ( 最終濃度
0.1 粕 /ml) を添加すると直ちに そ の崩壊が認 められた ｡
4) ア ガ ロ - ス ゲ ル電気泳動法に よりV A- 2 の PM 2 フ ァ ー ジ c c cDNA 鎖切 断作用
が確認された ｡ VA - 2 によ るDNA鎖切断作周様式は低濃度で は c c cD NA の 一 本 鎖切
断に よる o c DN A畳が増加し, 高濃度で はさらに o c DN Aの鎖切断が進行 し, lin e ar
DN A量が増加した o V A- 2 の DN A切断作用 は 2 - M Eおよび NaB H4 の還元剤に よ っ
て 強まり, 0℃で も3 7℃と同程度に切断された ｡
考察
S ･ a u r e u s細胞に おける DN A合成はV A - 2 に よ っ て直ちに 阻害さ れた. DN A合成
が阻害され る濃度で はRNA および蛋白合成も阻害され るが , VA - 2 の添加2 0 - 30分
後に その作用が現わ れるこ とか ら, これ らの阻害は DN A合成阻害の結果と して起 きた二
次的なもの と考えられる7 9) o vA - 2 の濃度に よる DNA合成阻害作用の 程度は生菌数
お よび増殖曲線 へ の影響と対応 し, V A - 2 の殺 菌作 用 における 一 次作用点は DN A合成
阻害で ある ことが示唆された. また, S. a u r e u sにお ける細胞内 D N AはV A- 2 添加
後直ちに その崩壊が観察される ことか ら, V A- 2が細胞 内の DN Aに 作用 して損傷を与
えた ことに より鋳型DN Aの 役割を果さず細胞内DN Aへ の 〔14c〕 - チ ミ ジ ン取り込みが
阻害され たと考えられる ｡
VA - 2 によ っ て 阻害 され る DNA ポリメ ラ ー ゼ活性は反応系の 鋳型 DN A濃度を増加
する こと に よ っ て VA - 2 の阻害作用が低下 した o こ の現象は V A- 2が鋳型 D N A に損
傷を与える こと によ っ て DNA ポリメ ラ ー ゼ活性が阻害され る ことを示して い る Q
VA - 2 の in vitro で の PM 2フ ァ ー ジ c c cDN Aに由する作用は D N A鎖切断で あ っ
た ｡ その 切断様式はVA - 2濃度が高くなる に つ れ て o c DNA から 1in e a rD N Aへ と変
化 した ｡ こ の ような様式は ブ レオ マ イ シ ン の 作用8 0)に類似 して おり, デ ー タ 一 に は示 し
て い な い が , 著者の泳動条件で観察 した ダウノ マ イ シ ン の 作用様式およ び P M 2フ ァ ー ジ
DNA と ア ン ス ラ サイ ク リ ン類 81)ぉよ びギ ル ポ カ ル シ ン類 8 2) との作用 に おい て観察さ
れて い るDN Aの立体構造変化 , すなわちinte r c alatio n 作用 と区別され た｡
P M 2フ ァ ー ジ c ccDN Aに切断活性を示す抗生物質の うち , V A- 2 と化学構造およ
び生物活性の性状が類似する, すなわち分子中に糖または ポリ ペ プチ ド構造を含ま ない キ
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ノ ン系抗生物質で 抗菌活性および抗魔窟活性を示すもの と して , 蛋白性の 抗腫癌性抗生物
質で あるオ ー ロ モ マ イ シ ン , ネオカ ル チ ノ ス タ テ ンおよび マ ク ロ モ マ イ シ ンからメ タノ -
ル に よ っ て抽出されるそれ ぞれの 発色団が ア ガ ロ - ス ゲ ル 電気泳動にお い て VA ⊥ 2 と同
じ様式の D NA 切断作用を示す ことが報告されて い る8 3, 8 4). こ れ らの う ち, オ ー ロ モ
マ イ シ ンお よび マ ク ロ モ マ イ シ ン の発色団はそれ自身で切断活性を示 し, 還元剤の存在に
ょ っ て その活性ほ強め られ る8 3･ 8 4)｡ 一 方 ,
'
ネ オ カ ル テ ノ ス タチ ンの 発色団はP M2 フ
ァ - ジ DNA の切断作用 に 2 - M E のような還元剤が必 要で ある8 3) ｡ こ の 点に おい て
V A- 2 の DNA切断作用機序はオ ー ロ モ マ イ シ ンおよび マ ク ロ モ マ イ シ ン の 発色団の作周
に類似 して い る. これらの 発色団の DN A切断の 作用機序と して フ リ ー ラ ジ カ ル の関与が
最近証 明され た8 5) ｡ 一 方 , マ イ ト マ イ シ ン Cの in udro に おけるPM 2 フ ァ - ジ c c c
DN Aに対する鎖切断作用 は認め られ ず, 1 0m M 2 - ME が存在した場合に も認 められ
なか っ た ｡ こ の こと はV A- 2 の DNAに対する作用機序が マ イ ト マ イ シ ンCの それ と明
らかに相異することを示して い る｡
V A - 2 の DNA切断作用は0℃でも3 7℃の場合と同様に起 っ た ｡ 反応温度に依存 しな
い DN A切 断作用 はブ レオ マ イ シ ン 8 6)ぉ よびオ - ロ モ マ イ シ ン 7 6)の作用 でも見い ださ
れて い る｡ これ らの D NA 鎖切断作用は酵素反応とは区別される ラ ジカ ル反応の特徴がそ
れぞれの抗生物質で証明されて い る 軌 8 8, 8 5)｡ また, キノ ン系抗腰痛抗生物質の ラ ジカ
ル 反応 によるDNA鎖切断作用 はス ト レ プ ト ニ ン グリ ン に おい て すで に証明されて い る89)o
V A- 2 による DN A鎖切断の 作用機 序に関する研究はまだ進んで い ない が, V A - 2 の
発色団の母格構造と
I
Lて , hydr o xyn aphtoquin o n eを含む ことが 推定され ること
3 8)
,
還元剤の 存在下でVA - 2 の DN A鎖切断作用が 強まる ことおよび温 度に 非依存的に その
切断作用が起ることから, 分子内の キノ ン部分の還元酸化に よるフ リ - ラジカ ルの 発生に
よる作用が推測される｡
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総 括
1) 少数群放線菌で あ る M ic r o m on o sp raは化学構造および生物活性 に おい て ユ ニ ー
ク な抗生物質を生産する菌と され て い る ｡ そこ で, 新 しい 抗生物質 スク リ - ニ ン グの 一 環
と して
,
こ の M ic ro 掴 O n OSPora に着目し, 土壌試料から M ic r9 m O n OSPo ra 菌株 を効率的
に選別する方法を検討 した ｡ 各種の 放線菌胞子を滅菌土壌 に混合 して 1 1 0℃で乾燥処理 し
た場合, それらの胞子は酵母およびか びの胞子 よりも高い割合で生き残 っ た ｡ 放線菌の う
ちで も真性の気菌系を形成 しな い M icrom o n osPora は気菌系が胞子に発達する s trei'to -
m ycesより高い生残率を示 した ことか ら, こ の 乾熱処理法 は M ic ro m on osp raの効率的な
分離法として応用出来ると考え た ｡
2) 土壌試料をil O℃ , 6分間乾熱処理 し, 試料 2 0 点か ら Micro m on o sP r a菌833
株を分離した ｡ これらの 菌株の 7 2株に抗菌性抗生物 質の 生産性が認め られた ｡ 得 られた
抗生物質生産棟の 中に, 沖縄県名護市の土壌か ら分離 したMC R L O404 株が諸種の グラ
ム 陽性菌およびグラ ム 陰性菌に対 して 強も,
,抗菌活性を示す新抗生物質を生産する ことを見
い だ し, その 抗生物質をM - 92 と命名した ｡
3) MCR L O404株 は中温菌で あり , 基底菌糸に短か く単軸分枝 した胞子柄があり,
その 先端に 1個の黒緑色な い し黒色の 胞子を着生し, 真性の気菌系を形成 しない ことから
放線菌科の Mkro m o n osPo ra 属に分類された . 電子顕微鏡の観察か らそ の胞子は 1. 0 -
1. 3/` の 楕円形で あり, 表面にはイ ボ状の 突起が認め られ た ｡ M C RL O 4 0 4株の 分類学
的性状は M . oliv oa ste rosPo raお よび M . globo s a の文献記載の性状に類似 した ことか
ら, これ らの菌種と直接比較した . その結乳 M C R LO 4 0 4株は培養基上で の性状, 坐
理学的性状 , 炭素源の利用性お よび細胞壁構成成分が M . oliv o a ste ro sPo raと異なる こと
を確認 した o また, M. globo s a とは種々の 点で その性状の類似性を認 めた が, 培養基
上の 性状が異なり , さらに M. globo s a の 胞子表面は平滑で あり, M C RL O4 04 の性状
と異 な っ た o これらの ことか らMC RL O404株を M ic ro m o n o sp raの新菌種と決定 し,
M icro m o n o sP r a 2)erru Culo s a M AT S UZA W Aa nd TA N isp. n o v. と 命名 し た .
4) M. v e r r u c ulo s aO40 4株に よるM - 9 2抗生物質の 生産は乾燥椎茸お よび乾燥昆布
の 水10 0℃, 20う}の 浸出液を培地に 加える こと によ っ て増加した. M - 92抗生物質は培
養菌体中に多量蓄積 し, 菌体中の抗生物質量は培養液上清の 約1 0倍 で あ っ た ｡
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5) M - 9 2抗生物質は培養液に タ ルクを混和 して漉過 した菌体ケ
ー キか ら酸性メ タノ
ー ル に よ っ て 抽出した . M - 9 2粗粉末の ク ロ ロ ホ ル ム 溶液を1% Na 2C O3 水(pfI8･ 5)
で 振渡し, 水屑に酸性物質の A群成分とク ロ ロ ホ ル ム層に弱酸性ない し中性物質の N群成
分を分画した｡ さ らに各群成分は pH 5.0 の 0.5 M Mcllv ain 緩衝液で処理 した シリ カゲ
ル カ ラ ム ク ロ マ トグラ フ ィ に よ っ て 分離精製した｡
6) 単離した6種の 主成分は赤紫色から青色の , 願性また は弱酸性ない し中性の醸晶形
粉末で ある . UV ス ペ ク ト ル は各成分共通の ピ ー クを示し, I R ス ペ ク トル はい ずれ も
3 3 0 0c m
- 1付近に キ レ ー ト状水酸基 , 1 6 3 0- 1 640 cm
- l に水素結合したカ ル ポ ニ ル基の
吸収を示した ｡ BN - 3 は質量分析法に より分子式 C29H23N O9, 分子量 529と決定 し,
プ ロ ト ン核磁気共鳴ス ペ ス ト ル か らその 構造と して , 5
- hydr o xyn aphthoquin o n eお
よび 5, 8 - dihydr o xyn aphthoquin o ne の共役した骨格を推定したo V A
- 2 は分子
式C29H17N O9 , 分子量 5 2 3と決定し, その 構造はB N
- 3 と骨格の - 部が異なる ことを
認 めた ｡
7) M - 9 2抗生物質の 6種の 主成分は同じタ イプの抗菌 ス ペ ク トル を示す o V A
- 2の
抗菌活性は6主成分の うちで最も強く, グラ ム 陽性菌, Neis s e ria , S ･ a u r e u sL型菌お
よび Myc o?la s m aに対 して きわめて強い , グラ ム 陰性菌に対 して も強 い 活性を示した o
･
真菌に対する活性は弱か っ た o 6主成分の S. au r e a sS mith 株の腹腔内感 染 マ_ウ
ス に
対する防禦効果は腹腔内投与で はすぐれた効果を認 めたが , 他の投与 ル
ー トで はその効果
が低下した ｡
8) M - 9 2抗生物質の 6種の主成分は HeLa S - 3細胞に対 して 殺細胞活性を示し,
E brlicb 腫癌細胞による腹水癌お よび固型癌に対して 強い 抗腫癌効果を示した｡ 6 主成
分の うち, VA - 2 およびB N
- 1q)効果が特にすぐれ てい た ｡ 腹水癌に対する 1 0 0%以
上の 延命効果を示す最小有効量時VA - 2が 0. 01 6mg/kg/day, B N
- 1が 2･ 5恥 /k9/
day で あり , 固型癌に対する 5 0% 以上の発育抑制効果 を示す最小有効畳 はV A
- 2が
b.125 mg/kg/day, B N- 1 が 2. 5 喝 /kg/day で あ っ た o 両成分の 静脈内投与に よ る
マ ウ ス LD50値はそれ ぞれ1. 8mg/kg (V A- 2) お よび 9 1mg/k8 (BN
- 1) で あ っ た o
両成分の 化学療法係数 (L D50値/ 最小有効量) は腹水噂で はV A
- 2が11 2･ 5, B N- 1
が 72. 4 であり, 固型癌 で はV A- 2 が1 4. 4, B N
- 1が 3 6.4 である o 腹水癌で両成分と
もに高い化学療法係数が得られ , 両者の 抗腫療効果の安全域に は差が認められ ない が, 静
脈内投与により治療 した固型癌で は両成分ともその 化学療法係数が小さくなり, BN
- 1
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の方がVA - 2よりも安全域の 大きい効果を示 すもの と考え られ る｡
9) M - 92抗生物質成分の うちで最も強い 生物活性を示 した V A- 2 につ い て , 細菌
細胞に対オる作用機序を検討した｡ V A - 2 の細菌増殖に対する作用は低 濃度で は静菌的
で あり , それ より少 し高い 非殺菌濃度で は E. c oli菌体の伸 長化が認 められ , 高濃度 で
は殺菌的で あ った ｡ VA - 2の殺菌作用 は0℃で は発現 しない が , 3 7℃ で は増殖 条件 , 非
増殖条件 にかかわ らず同様に発現した ｡ こ の ような件用温度に依存 した殺菌様式を示す既
知抗生物質と して , グリ ゼ オ ル ティ ン B , マ イ ト マ イ シ ンC , コ リ ス チ ンお よびポリ ミ キ
シ ン Bを見 い だ した ｡
1 0) VA - 2 の殺菌作用 にお ける温度依存性はVA - 2 の S. a u r e u s細胞 へ の 結合また
は吸着段階で は認め られなか っ た ｡ しか し, 温度に非依存的にV A- 2が 結合 また は吸着
した細胞は新鮮培地中, 3 7℃で作用すると死滅 した ｡ こ の ような温 度非依存性の 細胞 へ
の結合段階を経て後 , 温度に依存 して細胞の致死槙的部位に転移し, 不可逆的な細胞損傷
を与えるとい う二虚階機構により殺菌作用を示すもの と して , バ クテ リオ シ ン と標的細菌
との関係が知られて い る o V A- 2 の殺菌作用は二相性の カ イネ テ イ クス および single-
hit カイ ネテ イ ク ス を示すこ と, 2, 4 - ジ ニ ト ロ フ ェ ノ ー ル に よ っ て その作用が遮断さ
れ るこ とおよ びV A- 2を作用 した細胞をトリプ シ ン処理 するとそ の殺菌効果が阻害 され
る こと などが バ クテ リオ シ ンの 殺菌機序の性状に類似 して い る ｡ 細菌細胞に対 して 強い 殺
菌効果を示す抗生物質の殺菌機序と して ス ト レ プト ニ グリ ン の E. coli に対 し現 わ れ る
初期の 強い 殺菌作用が , ク ロ モ ゾ - ム の ある 1個所を攻撃するこ とにより致死 を起すとい
う single - bit メ カニ ズ ム を示すと されて い る 9 0)｡ しか し , こ の ような強い 殺菌効果を
示す抗生物質が バ クテ リオ シ ン様の 二 段階機構に よ っ て殺菌される機序を証 明したの は
V A- 2 にお い て は じめ てで ある7 2) 0
l l) マ イ ト マ イ シ ン Cはその キノ ン構造および生物活性にお い てVA - 2 と 類似し, そ
の殺菌作用 が作用温度に より影響をう けた ｡ しか しなが ら, マ イ ト マ イ シ ンCの 殺菌作用
は接種菌量 に影響されな い こと , ジ ニ ト ロ フ ェ ノ ー ル に よ っ て 影響をうけな い ことおよ び
その殺菌力 イネテ イ ク ス は短か い 1ag 期を経 る 一 相性の カ ー ブを示すことな どが V A- 2
の 性状と異な っ て い た｡ こ の ことはV A- 2が マ イ ト マ イ シ ン Cと は異 な っ た作 用機 序に
もとづ い て殺菌され るこ とを示して い る｡
ユ2) V A - 2 の細菌細胞に対する第1次作用点はDN A合成 阻害で あり_, さらに細胞内
DN Aの 崩壊が観察され たこ とお よびin vitro で の E. c olt DN A ポリ メ ラ ー ゼ反応に
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おける阻害作用 が反応系 の 鋳型 DNA濃度を増加する ことに よ っ て低下 したことか ら,
vA - 2が細菌細胞の鋳型 DNA に損傷を与え D NA合成を阻害するもの と考えられるo
13) ア ガ ロ - ス ゲ ル電気泳動法 によ っ て V A
- 2 が PM 2 フ ァ ー ジ c c cDN Aに鎖切 断
作用を示す ことを明らかに した . 低濃度では c c cDNA の
一 本鎖切断を起 し, 濃度が高く
なるに つ れ て o c DN A か らさらに1in ear DN Aへ と変化 したo ア ガ ロ - ス ゲ ル 電気泳
動法に よる観察で , P M 2フ ァ ー ジ c cc DNA に対して V A - 2と同様の 切断様式を示し,
v A - 2と化学構造および生物活性が類似する抗生物質と して , オ
- ロ モ マ イ シ ン およ び
マ ク ロ モ マ イ シ ン の 発色団が ある ｡ マ イ トマ イ シ ンC はPM 2 フ ァ ー ジ cc c DNA に対 し
て 影響を与えなか っ た ことか ら , VA - 2 の作用 機序はこの 点にお い て も マ イ ト マ イ シ ン
Cの それと相異することを明らか に した ｡
1 4) ス ト レプ ト ニ グリ ンおよ びア ン ス ラサ イク リン 類の キノ ン系抗生物質に よる D N A
鎖切断機序はこ れ らの抗生物質の キノ ン部分の 還元 ｡ 酸化に よ っ て発生する フ リ
ー ｡ ラ ジ
カ ル とDNA との 作用 が推測さ れ , オ ー ロ モ マ イ シ ンおよび マ ク ロ モ マ イ シ ン の DNA 切
断作用もラ ジカ ル反応に よる ことが証明され た｡ V A- 2 の DN A切断作用は0 ℃で も起
る こと, また還元剤の存在に よ っ て その作用が強まる ことか ら , VA
- 2 の キノ ン 部 分に
ょるラ ジカ ル 反応の可能性が推測される｡ V A- 2 は還 元剤の 存在 しな い 場合 で も観 い
DN A鎖切断作用を示したこ とか ら, その分子内にキノ ン部分の ラジカ ル 発生を促す部位を
含ん で い る ことも予想され る｡ VA - 2 の活 発なラ ジカ ル発生の性状は各種の細胞に対す
る強い殺細胞効果と関連 して い るか もしれな い ｡
1 5) M - 92抗生物質は化学構造の詳細は明らかで はないが , きわめて 強い 生物活性を
示すキノ ン系化合物群で あり, そ の殺菌作用 は ユ ニ ー クな作用機構に より発現するこ とを
明らか に したo M icro m on■ spo r aか らこの ような抗生物質を発見出来た ことは, その ス ク
リ ー ニ ン グに おい て想定したように , M ic ro m o n osl) raが特異な生物活性を示す化合物,
単に抗生物質にと どま らず広く医薬品を含めた有用な化合物の生産源と して の可能性を示
して い る｡
v A - 2成分は化学構造ならび に生物活性における性状が マ イ ト マ イ シ ン C と類似した
が , 細菌細胞に対する殺菌作用の 性状が異なることを明らかに した｡ その 作用は最初に細
胞表面と作用し, 次 い で温度に依存し, また代謝 エ ネ ル ギ
ー を得て致死作用を示すとい う
バ ク テリオ シ ン様の 二段階機構により発現するが , こ の ような殺菌機序が明らかにさ れた
抗生物質はVA - 2がはじめ て で ある｡
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M - 9 2抗生物質研 究の 次の課題 はV A- 2成分の 抗腫療剤と して の臨床にお ける有 相
性を検討する ことで ある ｡ 他の 一 つ は, 本抗生物質が化学構造上き わめ て類似 した多成分
系の抗生物質と して生産され るが , これ らの 各成分に生物活性上の特徴 , とくに in viv o
にお ける抗菌作用 , 抗腫蕩作用と マ ウ ス 急性毒性が必ずしも平行し ない ことが見い だされ
た ことか ら, これ らの成分の 構造を明らか に し, 化学構造と生物活性と の相関性を調べ る
こと である｡ 本研究で はM - 92抗生物質中 , 最 も生物活性の強 いV A… 2 に つ い て , 坐
物活性に おける作用機序を検討し, 細菌細胞に対する殺菌作用が バ ク テ リオシ ン様の 二段
階機構に よ っ て進む ことおよ び細菌細胞の致死的損傷が強い D NA鎖切断作用に よ っ て起
ることを明らかに した ｡ これ らの 研究結果はM - 92抗生物質研究の今後の発展に寄与す
るもの と思われる ｡
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